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This invention relates to new hybrid interferons consisting of part of an alpha -interferon and part of an omega interferon, the N-terminal 
Met or N-formvl-Met derivatives thereof and, if the peptide sequence of the hybrid interferon contains a glycosytation site, the N- 
otcosytaK phamSStitteal impositions and as Intermediate products for immunizing expenmental 

artJfcfedles and their use in purifying alpha and qmega^rt^ns the 
ScelEv^toh s£re™memlnd pmceseas fcr preparing them, a new process for puritying alpha and om^rterferons by 
means of a new antibody affinity ©oiumn containing the above-mentioned new monoclonal antibodies and processes far the 
^ ra ?bn?hTreof! ^ expression of omega-interferons and new Intermediate plasmlds for 

preparing the new plasmids and processes for the preparation thereof. 
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@ Hybrldinterferone, deren Verwendung als Arzneimittel und ate Zwiachenprodukte zur Herstellunfl von ArrtikSrpern und 
derenVerwendungaowleVerfahrenzulhrerHerstellung. 

© Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind neue Hy- AffinitatssSule, enthaltend d,e oben erwahnten neuen 
Dridfnterferone. bestehend aus einem Teil eines a- monoklonalen Antikdrper, und Verfahren zu ihrer 
fmerrerVr^ und einem Teil eines omega-lnterferons, deren lung, neue Hybndplasmide zur "* rb ^^*%^£*% 
N-terminele Met- Oder N-Formyl-Met-Derivate und, falls die der omega-lnterferone und ^iJ^JP^^^^ 
Peptidsequenz des Hybridinterferons eine Glykosylierung- Herstellung der neuen Plasm.de sowte Verfahren zu threr 
sstelle enthalt, deren N-glykosylierte Derivate. deren Ver- Herstellung. 
wendung als Arzneimittel und als Zwischenprodukte zue 
0) Immunisierung von Versuchstieren sowie Verfahren zu ihrer 
Herstellung, neue monoklonale Antikdrper und deren Ver- 
wendung zur Reinigung von a- und omega-lnterferonen, die 
sie sezernierende Hybridzellinien und Verfahren zu ihrere 
Herstellung. ein neues Reinigungsverfahren fur or- und 
omega-lnterferone mH Hilfe einer neuen Antikdrper- 
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Hybridinterferone, deren Verwendung als Arzneimittel und 
ZwiscHenprodukte zur Herstellung von Antikorpern und deren 
Verwendung sowie Verfahren zu ihrer Herstellung 



10 



In Nucleic Acids Res. 13, 4739-4749 (1985) (siehe auch 
EP-A-0.170.204) wird eine neue Klasse von Typ I Interfero- 
nen beschrieben, welche als omega-Interf erone bezeichnet wer- 
den, die fur sie kcdierende DNA-Sequenzen, Plasmide. die die- 
se DNA-Sequenzen enthalten, und die neuen Interferone produ- 
zierende Organismen. 



Bei der Herstellung von grSBeren Versuchsmengen der neuen 
omega-Interferone mittels den in den oben erwahnten Publika- 
tionen bescbriebenen Expressionsplasmiden, z.B. mit pRHWll 
15 oder pFHW12 jeweils trans formiert in E, coli HB101, zeigte 
es sich jedoch, dafi es wiinschenswert ware, die Expression 
der neuen omega-Interferone zu steigern und gleichzeitig die 
erforderliche nachfolgende Reinigung der exprimierten neuen 
Interferone zu verbessern. 

20 Oberrascbenderweise wurde nun gefunden, daB die vorstehend 
erwShnten UnzulSnglichkeiten mit Hilfe von neuen Hybridin- 
terferonen, bestehend aus einem Teil eines a-Interf erons und 
einem Teil eines omega-Interf erons , sowie durch die Kon- 
struktion eines neuen Plasmids, mit dem die Expression der 

25 omega-Interferone verbessert werden konnte, beboben werden. 
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Die neuen Hybridinterf erone, deren N-terminale Met- oder 
N-Forxnyl-Met -Derivate und, falls die Peptidsequenz des Hy- 
bridinterf erons eine Glykosylierungsstelle enthSlt, deren 
N-glykosylierte Derivate weisen teilweise tiberlegene phanaa- 
5 kologisclie Eigenschaf ten aus, diese sind jedoch insbesondere 
zur Herstellung von neuen monoklonalen Antikorpern, welche 
zxxr Reinigung von a- und omega-Interf eronen geeignet sind, 
verwendbar • 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit neue 
- D Bglll-Hybridinterferone der Formel 

R x - Gin lie Phe - R 2 

CAG ATC TTC (I) 
Bglll 

in der 

Bglll die gemeinsame Bglll-Restriktionsstelle der al-, 
a 2- und omegal-Interf erone , 

Rj^ die Peptidsequenz eines al- oder a2- Interferons, die 
durch die DNA-Sequenz dieser Interferone vor der Bglll- 
Sclinittstelle kodiert wird, und R 2 die Peptidsequenz eines 
omegal- Interferons, die durch die DNA-Sequenz dieses Inter- 
ferons nach der Bglll-Schnittstelle kodiert wird, oder 
R 1 die Peptidsequenz eines omegal -Interferons, die durch 
die DNA-Sequenz dieses Interferons vor der Bglll-Schnitt- 
stelle kodiert wird, und R 2 die Peptidsequenz eines 
al- oder a2-Int erf erons, die durch die DNA-Sequenz dieser 
Interferone nach der Bglll-Schnittstelle kodiert wird, be- 
deuten, deren N-terminale Met- oder N-Formyl-Met-Derivate 
und, falls die Peptidsequenz des Hybridinterf erons eine Gly- 
kosylierungsstelle enthalt, deren N-glykosylierte Derivate, 
deren Verwendung als Arzneimittel und als Zwischenprodukte 
zur Immunisierung von Versuchstieren, die fur diese Hybrid- 
interferone kodierende DNA-Sequenzen und Verfahren zu ihrer 
Herstellung, 
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neue monoklonale Antikorper und deren Verwendung zur Reini- 
gung von a- und omega-Interf eronen, die sie sezernierende 
Hybridzellinien und Verfahren zu ihrer Herstellung, 

ein neues Reinigungsverf ahren fUr a- und omega-Interf erone 
5 nit Hilfe einer neuen Antik6rper-Af f initStssHule, die oben 
erwShnten neuen monoklonalen Antikorper enthaltend, und Ver- 
fahren zu ihrer Herstellung, 

neue Plasmide zur Verbesserung der Expression der omega-In- 
terferone und neue Zwischenplasmide zur Herstellung der neuen 
10 Plasmide sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Erf indungsgemHB wird zur Herstellung der vorstehend genann- 
ten GegenstSnde wie folgt verfahren: 

Das erste Ziel der vorliegenden Erfindung ist, die Reinigung 
der omega-lnterferone zu verbessern. insbesondere da es 
15 bisher nicht gelang, eine entsprechende Ant i-omega-Inter- 
feron-Antikorper-Af f initStssSule nach bekannten Methoden 
herzustellen. 

Einen Ausweg aus dieser Situation stellen die neuen Hybrid- 
interferone der vorliegenden Erfindung dar, welche aus einem 
20 Teil eines a-Interf erons, vorzugsweise aus einem Teil eines 
al- Oder a2-Interf erons, z.B. des IFN-a2(Arg) (siehe 
EP-A-0.095.702), und einem Teil eines omega-Interf erons, 
vorzugsweise aus einem Teil des omegal(Glu)- Oder ome- 
gal(Gly)-Interferons (siehe EP-A-0. 170. 204) , aufgebaut sind. 

25 Hierbei erfolgt beispielsweise beim IFN-a2(Arg) und IPN-ome- 
gal die Verkniipfung der fur die entsprechenden Teile kodxe- 
rende DNA-Sequenzen uber die Bglll-Schnittstelle, die sxch 
in den Positionen 191-196 in beiden Genen befindet. Hierbei 
m ufl eine gegebenenf alls vorhandende LUcke in das Peptid von 

30 Amin osaure 1 bis 66 eines a-Interf erons, z.B. die LUcke fUr 
die Aminosaure Nr. 45 im IFN-a2(Arg), mitgezahlt werden, da- 
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■it die Sequenz heider Gene m iteinander verglichen 
lien, wifaus der nachf olgenden Ahbildung hervorgeht (exn- 
scnliefilicn des N-terminalen Met-Restes. welcher nach der 
bakteriellen Proteinsynthese listens wieder abgespalten 

5 wird) : 
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Met Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu Gly Ser Arg Arg Thr 
Zo Zl GAT CTG CCT CAA ACC CAC AGO CTG GOT AGC AGO AGO ACC 45 
Met Cys Asp Leu Pro Gin Asn His Gly Leu Leu Ser Arg Asn Thr 
10 ATG TGT GAT CTG CCT CAG AAC CAT GGC CTA CTT AGC AGG AAC ACC 45 



20 15 



r. e u Met Leu Leu Ala Gin Met Arg Arg He Ser Leu Phe Ser Cys 
TTG ATG CTC CTG GCA CAG ATG AGG AGA ATC TCP CTT TTC TCC TGC 90 
L eu Val Leu Leu His Gin Met Arg Arg He Ser Pro Phe Leu Cys 
15 TTG GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT 90 



35 40 



Leu Lys Asp Arg Arg Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu Glu Phe . . . 
TTG AAG GAC AGA CGT GAC TTT GGA TTT CCC CAG GAG GAG TTT ... 135 
L eu Lys Asp Arg Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gin Glu Met Val Lys 
20 CTC AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA 135 



50 55 



Glv Asn Gin Phe Gin Lv« Ala Glu Thr He Pro Val Leu His Glu 
Gly Asn Gin Fne ctc ^ ^ 18Q 

GGC AAC CAG TTC CAA AAG GCT GAA 

Gly Ser Gin Leu Gin Lys Ala His Val Met Ser Val Leu Hxs Glu 
25 AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG 180 



70 75 
65 70 



Met He Gin Gin He Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser 
ATG ATC CAG CAG ATC TTC AAT CTC TTC AGC ACA AAG GAC TCA TCT 225 
Met Leu Gin Gin He Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser 
30 ATG CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT 225 
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85 90 
80 85 



m * « Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu 
Ala Ala Trp Asp Glu Thr Leu * ctc ^ 

GCT OCT TOG GAT GAG ACC CTC CTA GAC AAA TTC TA ^ ^ 

Ala Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gin L ^ ^ ^ 
5 GCT GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC 



95 



» t« u Glu Ala Cys Val He Gin Gly Val 
^ Gin Gin Leu Asn Asp Leu Glu Al* * ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

TAC CAG CAG CTG AAT GAC CTG GAA ^ ^ 

His Gin Gin Leu Gin Has Leu Glu Thr Cys ^ ^ ^ ^ 

10 CAT CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTU 



115 120 
110 AA 



===============" 

Gly Glu Gly Glu Ser Ala «y Ala lie ^ ^ ^ ^ 

15 GGA GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT 



~_ a™ Tie Thr Leu Tyr Leu Lys Glu Lys 

Val Arg Lys Tyr Phe Gin Arg lie Thr y ^ AAA GAG AAG 405 

GTG AGG ^ TAC TTC CAA AGA ATC ACT ^ ^ Glu Lys 

Leu Arg Arg Tyr Phe Gin Gly lie g ^ ^ GAG AAG 405 

20 TTG AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC Ctoi u 



145 150 
140 A " 



_ _ Trp Glu Val Val Arg Ala Glu He Met 

Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp «x 

25 r ^ Z 2 S « S « OXC AGA .TO «* «C ATC «. 



Thr Asn Leu Gin Glu Ser Leu Arg Ser 
Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn ^ ^ ^ ^ 

^ TCT TTT TCT TTG TCA ACA AAC TTG ^ ^ ^ 

Lys Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn M ^ ^ ^ 4g5 

30 AAA TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA * 
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170 

Lys Glu 504 
AAG GAA TGA 

L ys Asp Arg Asp Leu Gly Ser Ser 522 
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGA 

5 xn der o*igen Att>ildung steXXt * j^f^^S^- 
ste Rei*e die eatsprechenden ^T^J ^, * ierbe i be- 
die zweite Reibe die des ^^^{Z^e die ge»ein- 
findet sic* in den Nulcleotxdposxtxonen 191 ^ 6 ^ ^ 

sam e BglXX-ScbnittsteXXe ~ Vin "« "e BgXXX- 

10 weist an der NukXeotidposxtxon 45X 456 ex 

ScbnittsteXle auf. 
15 wurden folgende Abkiirzungen benutzt: 

E, EcoRI. B= HindHI, Hcol. S " S£> " 

anschliefiender Sbine-Dalgarno Sequenz (rxco 



stelle) 

par: partition Lokus aus dem Plasmid P PM31 
ori : Replikationsursprung 
25 Ap r s Ampicillin Resist enzgen 



Tc r s Tetracyclin Resistenzgen 
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Tc 



s : Tetracyclin sensitiv 



kb: 1000 Basenpaare 

D „wei t .re„ si„a in d.r vorli.,.nden An»e U u M fol 9 ende Fi- 
guren enthaltens 

5 Fig. Is Konstruktionsscnema fUr parpATER3 3 
Fig. 2* Konstruktionsscnema filr P RHW14 

Fig. 3: Autoradiogramm von 35 S markierten Proteinen aus 
Maxizellen (E.coli CSR 603) 

Fig. 4: Konstruktionsschema filr pRH72 

10 Fig. 5: Konstruktionsschema fur P RH78r und P RH78f 

Fig. 6-. MONO-S Chromatogramm von IFN-omegal/a2(BglH) 
AOFS = Absorption units full scale 

Fig. 7-. Gelpermeations-HPLC von IFN-omegal/a2CBglII> 
Fig. 8: MONO— S Chromatogramm von IFN-omegal 
15 Fig. 9s Reverse Phase-HPLC von IFN-omegal 

Die neuen BglH-Hybridinterf erone und deren N-glykosylierte 
Derivate bestenen also entweder aus den Aminosauren 1-66 
eines al- oder «2-Interf erons, vorzugsweise aus den Amino- 

i- 65 d es x-^a^. ^ ^ * *» ™ 

20 eines omegal-Xnterf erons oder aus den — e„ bis 66 
des omegal-lnterferons und den Aminosauren 67 bis 167 ernes 
«1- Zel a2-Interf erons, vorzugsweise aus den Aminosauren 66 
bis 166 des IFN-a2(Arg), wobei der N-terminale Met-Rest nach 
der bakteriellen Proteinsynthese meistens wieder abgespalten 

25 wird. 
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tfeerrascbenderweise warden die neuen Hybridxnterf erone von 
Hi-IFN-a-Antikorpern erkannt. Dadurcb wird dxe Rexnxgung 
der neuen Hybridinterf erone mittels literaturbekannter 

Ger " * , . , , . o1 e We i se EP-A-0. 119.476} 

Anti-IFN-a-Antikorpern (sxebe bexspxelswexse 

moalicn. Mit einem so erbaltenen reinen neuen Hybrxdxnter- 
moglxcn. Hit Tm munisierung eines Versucnstieres wie 

feron kann dann durcn Immunisxerung ein 

BALB/c-Mausen die Bildung des entsprecbenden Antxkbrpers xn- 
duziert werden. Diese neuen Antikorper erkennen nxcbt nur 
die neuen Hybridinterferone, sondem uberrascbenderwexse 
aucb die einzelnen Bausteine der Hybridinterferone. z.B. exn 



Die Ausgangsbasis zur Konstruktion der ent ^ reChe ^^ T H ^ 
bridinterferon-Plasmide ist somit die gemeinsame BglH-Re 
striktionsstelle in den Positionen 191-196 eines al-, 
15 a2- und omegal-Interferongens, wie dies bereits vorstebend 
erwShnt wurde, wobei die Lttcke fur das Codon Nr. 45 xm 
IFN-a2(Arg)-Gen ^itgezSnlt wurde, sowie zur Isolxerung des 
entsprecbenden, erf orderlicben Gens die fur ein al-, 
a2-Interferon bzw. fur ein omegal-Interf eron kodierenden 

20 Plasmide- 

Hierzu wird nun zuerst erf indungsgemSB ein die omegal-Inter- 
feron-Expression verbesserndes neues Plasmid bergestellt. 
Hierbei dient als Ausgangsplasmid das literaturbekannte und 
fcauflicb erbaltlicbe Plaszaid P AT153 (Fa. 
25 aucb A.J. Twigg et al. in Nature 283, 216-218 (1980)), bex- 
spielsweise das fur IFN-a2(Arg) kodierende Plasmxd parpER33 
" fsiebe EP-A-0.115.613) und ein fur ein o.egal-Interf eron der 

Fonnel 

5 10 I 5 

30 Cys Asp Leu Pro Gin Asn His Gly Leu Leu Ser Arg Asn Thr Leu 

Val Leu Leu His oln Met Arg Arg He Ser Pro Pbe Leu Cys Leu 
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35 40 45 

Lys Asp Arg Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gin Glu Met Val Lys Gly 

50 55 60 

Ser Gin Leu Gin Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met 

5 65 70 75 

^ Leu Gin Gin lie Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser Ala 

80 85 90 

Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gin Leu His Thr Gly Leu His 

95 100 105 

10 Gin Gin Leu Gin His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gin Val Val Gly 

110 115 120 

Glu Gly Glu Ser Ala -X- Ala lie Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu 

125 130 135 

Arg Arg Tyr Phe Gin Gly lie Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys 

15 140 145 150 

Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Met Glu lie Met Lys 

155 160 165 

Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met Gin Glu Arg Leu Arg Ser Lys 

170 

20 Asp Arg Asp Leu Gly Ser Ser 
in der 

X in Position 111 fiir Glu oder Gly steht, 

kodierendes Plasmid wie das Plasmid pKHWll Oder 12 (siehe 
EP-A-0.170.204): 

25 Das Plasmid parpER33, welches den par-Lokus ait der Sequenz 
der Formel 



30 



GAATTCCGAC 


AGTAAGACGG 


GTAAG CCTGT 


TGATGATACC 


GCTGCCTTAC 


50 


TGGGTGCATT 


AGCCAGTCTG 


AATGACCTGT 


CACGGGATAA 


TCCGAAGTGG 


100 


TCAGACTGGA 


AAATCAGAGG 


GCAGGAACTG 


CTGAACAGCA 


AAAAGTCAGA 


150 


TAGCACCACA 


TAGCAGACCC 


GCCATAAAAC 


GCCCTGAGAA 


ZCCGTGACGG 


200 


GCTTTTCTTG 


TATTATGGGT 


AGTTTCCTTG 


CATGAATCCA 


TAAAAGGCGC 


250 


CTGTAGTGCC 


ATTTACCCCC 


ATTCACTGCC 


AGAGCCGTGA 


GCGCAGCGAA 


300 


CTGAATGTCA 


CGAAAAAGAC 


AWCG ACT CAG 


GTGCCTGATG 


GTCGGAGACA 


350 


AAAGGAATAT 


TCAGCGATTT 


GCCCGAGGAA 


TTC 
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in der 

Z das Nukleotid G oder C und 

W das Nukleotid G oder kein Nukleotid bedeuten, sowie die 
fur die Expression erf or der lichen Replikon- und Kontrollse- 

5 quenzen des Plasmids pER103 (siehe Anspruch 7) enthalt, wird 
mit BamHI und PstI geschnitten. Die dabei entstelienden beiden 
Fragmente wurden mitt els Gelelektrophorese, z.B. mit l%igenr 
Agarosegel, aufgetrennt und das kleinere Fragment , welches 
das IFN-a2 ( Arg ) -Gen enthalt, wurde mittels Elektroelution 

0 isoliert. Die so erhaltene DNA wurde anschlieBend durch Zu- 
satz von Athanol ausgefallt, abzentrif ugiert und in einem 
geeigneten Puffer wie TE-Puffer, z.B- in 10 mMol Tris(hy- 
droxymethyl ) aminomethan (Tris), pH=8, 0, und 1 mMol Athylen- 
dinitrilotetraessigsSure-dinatriumsalz (EDTA) ) aufgenommen. 



15 Das Plasraid pAT153 wird ebenfalls mit BamHI und PstI ge- 
schnitten. Die dabei entstehenden beiden Fragmente wurden 
mittels Gelelektrophorese, z.B. mit l%igem Agarosegel, auf- 
getrennt, und das groBere Fragment , r welches den-Replika- 
tionsursprung enthalt, isoliert. Das so erhaltene groBere 

20 Fragrae-t wird anschlieBend mit dem aus dem Plasmid parpER33 
erhalt nen kleineren Fragment in Gegenwart einer Ligase, 
z.B. T 4 DNA-Ligase, ligiert. Zur Replikation der entste- 
henden Plasmide werden Bakterien, vorzugsweise E.coli vom 
Stamm HB101 (Genotyp F~, hsdS20(r~, nT), recA13, 

?5 ara-14, proA2, lacYl, galK2 r rpsL20 (Sm r ) , xyl-5, mtl-1, 
supE44, lambda"), mit einer CaCl 2 -L6sung gewaschen, und 
die so erhaltenen, kompetenten E.coli HB 101 mit der Ligase- 
reaktionsmischung vermischt, und nach Inkubation bei 0°C 
wird die Plasmid-DNA durch Hitzeschock bei 42°C fur 2 

50 Minuten von den Bakterien aufgenommen. AnschlieBend werden 
die transformierten Bakterien auf Ampicillin-haltigen 
LB-Agar (LB-Medium + 15 g/l Agar) plattiert. Auf diesem Agar 
konnen nur E. coli HBIOI-Bakterien wachsen, die ein rekombi- 
nantes Vektormolekiil aufgenommen haben. Nach Inkubation bei 
35 37 °C wurden 12 der entstandenen Kolonien ausgewahlt und von 
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diesen nach der Methode von Birnboim et al. (siehe Nucl. 
Acids Res. 7, 1513 (1979)) die Plasmide isoliert. Durch 
Restriktionsenzymdoppelverdauung der ausgewShlten Plasmide 
mit Pstl-BamHI, Pstl-PvuII oder EcoRI -BamHI und anschlieBen- 
5 der Gelelektrophorese der erhaltenen Fragmente wurde die 
Richtigkeit der Konstruktion dieser Plasmide bestStigt. Ein 
so erhaltenes Plasmid wurde ausgewShlt und mit pa rpATER3 3 
(Konstruktionsschemar siehe Figur 1) bezeichnet. Dieses 
Plasmid zeigt transformiert in E. coli HB101 den FhSnotyp 
10 Ap r (Ampicillin-Resistenz) . Tc r (Tetracyclin-Resistenz) . 

Das so erhaltene Plasmid parpATER3 3 mit der Restriktionskarte 




wird zur Herstellung eines die Expression von omegal-Inter- 
feron verbessernden Plasmids (Konstruktionsschema : siehe Fi- 
gur 2) mit Hindlll und BamHI geschnitten. Die dabei entstan- 
15 denden drei Fragmente werden mittels GelelekLrw^horese t z.B. 
mit l%igem Agarosegel, aufgetrennt und das grSBte, ca. 3750 
Basenpaare (bp) lange Fragment (Fragment a), welches den 

Tryptophan-Promotor/Operator (Serratia marcescens), den 

r • • 

Replikationsur sprung und das Ap -Gen trSgt, isoliert und 

20 mit der fiir ein omegal-Interf eron kodierenden DNA ligiert. 

Diese DNA erhalt man durch Schneiden eines fUr omegal-Inter- 

feron kodierenden Plasmid, vorzugsweise durch Schneiden des 

Plasmids pRHWll bzw. pRHW12 mit BamHI und Hindlll und an- 



12 



0236920 



schlieBendem Auftrennen der be id en so erhaltenen Fragnente 
mitt els Gelelektrophorese, wobei das gewiinschte Gen in dem 
kleineren, ca. 800 bp langen Fragment enthalten ist. Zur 
Replikation der entstandenen Plasmide werden Bakterien, vor- 
5 zugsweise E. coli HB101, mit einer CaCl 2 -L6sung gewaschen 
und die so erhaltenen, kompetenten E. coli HB101 mit der Li- 
gasereaktionsmischung vermischt, und nach Inkubation bei 0°C 
wird die Plasm id-DNA durch Hitzeschock bei 42°C fur 2 
Minuten von den Bakterien auf genommen. AnschlieBend werden 

10 die transformierten Bakterien auf Ampicillin-haltigen 
LB-Agar plattiert. Auf diesem Agar k6nnen nur E. coli 
HBIOI-Bakterien wachsen, die ein rekombinantes Vektormolekul 
auf genommen haben. Nach Inkubation bei 37 °C werden 6 der 
entstandenen Kolonien ausgewahlt, und von diesen nach der 

15 Methode von Birnboim et al. (siehe Nucl. Acids Res. 7, 1513 
(1979)) die Plasmide isoliert. Durch Restriktionsenzymver- 
dauung der ausgewShlten Plasmide mit EcoRI, Hindlll, Ncol 
und PstI und anschlieBender Gelelektrophorese wurde die 
Richtigkeit der Konstruktion dieser Plasmide bestatigt. Ein 

20 so erhaltenes Plasmid mit der Restriktionskarte 




, wobei IFNOsrl die fttr IFN-omegal ( Gly) oder IFtf-omegal (Glu) 
kodierende DNA-Sequenz darstellt, wurde ausgewahlt , und mit 
pRHW14 (siehe Figur 2) bezeichnet, wenn als Ausgangsplasmid 
das Plasmid pRHW12, welches fur omegaK Gly) -Interferon ko- 



: 
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diert, verwendet wird. Dieses Plasxnid zeigt transf ormiert in 
E. coli HB101 den Fhanotyp Ap r und Tc 8 . 

Bei Verwendung von pRHWll als Ausgangsplasmid erhSlt man 
analog das Plasmid pRHW13, welches ftir omegal(Glu)-Inter- 
5 feron kodiert. 

Das so erhaltene Plasmid pRHW14 weist eine doppelt so grofle 
Expressionsrate fUr das omegal(Gly) -Interferon auf als das 
bisher bekannte Plasmid pRHW12 (siehe EP-A-0.170. 204) wie im 
Maxizell-System (siehe J. Bacteriol. 137 , 692-693 (1979)) 

10 nachgewiesen werden kann. Hierzu wird E. coli CSR603 (Geno- 
typ F~, thr-1, leuB6, proA2, phr-1, recAl, argE3, thi-1, 
uvrA6, ara-14, lacYl, galK2, xyl-5, mtl-1, gyrA98 (nalA98), 
rpsL31, tsx-33, lambda", supE44), welcher defizient im Re- 
paratursystem £Ur UV-induzierte SchSden ist, mit den Plasmi- 

15 den pRHW12 und pRHW14 transf ormiert . Wird die Strahlendosis 
so gewShlt, daB zwar das Bakt e r i enchromosom oft, die Plasmi- 
de aber kaum geschSdigt werden, so erfolgt Transcription und 

in der Polge Translation vorwiegend nur von Plasmid-kodier- 

35 

ten Genen. Enthalt das Medium S-Methionin, so werden 
20 hauptsSchlich Plasmid-Genprodukte markiert, die nach Auf- 
trennen auf einem Acrylamidgel unter Verwendung einer Ver- 
stSrkerfolie direkt mit Hilfe eines RSntgenfilms registriert 
werden kSnnen (siehe Figur 3). Das Ampicillin-Resistenzgen- 
produkt (B-Lactamase, bla) wird in beiden FSllen gleich 
2i> stark markiert. Im Palle des pRHW14 ist jedoch das 

omegal(Gly) -Interferon doppelt so stark markiert wie beim 
pRHW12. 

Zur Herstellung eines fUr ein Hybridinterf eron der Formel I 
kodierenden Plasmids, das vor der gemeinsamen Bglll-Schnitt- 
30 stelle die fUr al- oder a2-Inter feron kodierende DNA-Sequen- 
zen enthSlt (Konstruktionsschema : siehe Figur 4), wird bei- 
spielsweise das Plasmid parpATER3 3 und ein fUr ein omegal- 
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Interferon kodierendes Plasmid wie das Plasmid pRHW14 je- 
weils mit Bglll und SphI geschnitten. Die hierbei entstande- 
nen Fragment e wurden mitt els Gelelektrophorese, z.B. mit 
l%igem Agarosegel, aufgetrennt, eluiert und mittels Xtha- 
nol-Prazipitation gereinigt. Nach Losen der Fragmente in ei- 
nem geeigneten Puffer, z.B. in TE-Puffer, wurde das aus dem 
Plasmid pa rpATER3 3 erlialtene, grofle Fragment mit dem aus dem 
Plasmid pRHW14 erhaltenen, kleineren Fragment in Gegenwart 
einer Ligase, z.B. T 4 DNA-Ligase, ligiert. Zur Repli- 
cation der entstandenen Plasmide wurden Bakterien, vorzugs- 
weise E.coli vom Stamm HB101 (Genotyp F~ r hsdS20(r , 
m"), recA13, ara-14, proA2, lacYl, galK2, rpsL20 (Sm ), 
xyl-5, nrtl-1, supE44, lambda"), ait einer CaCl 2 -L6sung 
gewaschen, und die so erhaltenen Competent en E.coli HB 101 
mit der Ligasereaktionsmischung vermischt, und nach Inkuba- 
tion bei 0°C wird die Plasmid-DNA durch Hitzeschock bei 42°C 
±iir 2 Minuten von den Bakterien aufgenommen. AnschlieBend 
werden die transformierten Bakterien auf Ampicillin-haltigen 
LB-Agar (LB-Medium + 15 g/l Agar) plattiert. Auf diesem Agar 
kSnnen nur E. coli HBIOI-Bakterien wachsen, die ein rekom- 
binantes Vektormolekiil aufgenommen haben. Nach Inkubation 
bei 37°C wurden mehrere der entstandenen Kolonien ausgewShlt 
und von diesen nach der Methode von Birnboim et al. (siehe 
Nucl. Acids Res. 7, 1513 (1979)) die Plasmide isoliert. 
Durch Restriktionsenzymdoppelverdauung der ausgewahlten 
Plasmide mit Bglll und SphI und anschlieBender Gelelektro- 
phorese der erhaltenen Fragmente wurde die Richtigkeit der 
Konstruktion dieser Plasmide bestStigt. Ein so erhaltenes 
Plasmid wurde ausgewShlt und mit pRH72 bezeichnet. Dieses 
Plasmid mit der Restriktionskarte 
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zeigt trans formiert in E. coli HB101 den PhSnotyp Ap r und 
Tc s und kodiert fiir das IFN-a2/omegal(Gly) (Bglll) der For- 
mel 



5 10 15 

5 Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu Gly Ser Arg Arg Thr Leu 

20 25 30 

Met Leu Leu Ala Gin Met Arg Arg lie Ser Leu Phe Ser Cys Leu 

35 40 45 

Lys Asp Arg Arg Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu Glu Phe Gly Asn 

10 50 55 60 

Gin Phe Gin Lys Ala Glu Thr lie Pro Val Leu His Glu Met He 

65 70 75 

Gin Gin He Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser Ala Ala 

80 85 90 

15 Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gin Leu His Thr Gly Leu His Gin 

95 100 105 

Gin Leu Gin His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gin Val Val Gly Glu 

110 115 120 

Gly Glu Ser Ala Gly Ala He Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu Arg 

20 125 130 135 

Arg Tyr Phe Gin Gly He Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr 

140 145 150 

Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Met Glu He Met Lys Ser 
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155 160 165 

Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met Gin Glu Arg Leu Arg Ser Lys Asp 

170 

Arg Asp Leu Gly Ser Ser 



5 , dessen Met- und N-Formyl-Met-Derivat sowie dessen N-glykosy- 
liertes Derivat, und enthalt die fur dieses Peptid kodierende 

Seguenz der Formel 





ATG 


TGT 


GAT 


CTG 


CCT 


CAA 


ACC 


CAC 


AGC 


CTG 


GGT 


AGC 


AGG 


AGG 


ACC- 


45 




TTG 


ATG 


CTC 


CTG 


GCA 


CAG 


ATG 


AGG 


AGA 


ATC 


TCT 


CTT 


TTC 


TCC 


TGC 


90 


10 


TTG 


AAG 


GAC 


AGA 


CGT 


GAC 


TTT 


GGA 


TTT 


CCC 


CAG 


GAG 


GAG 


TTT 


GGC 


135 




AAC 


CAG 


TTC 


CAA 


AAG 


GCT 


GAA 


ACC 


ATC 


CCT 


GTC 


CTC 


CAT 


GAG 


ATG 


180 




ATC 


CAG 


CAG 


ATC 


TTC 


AGC. 


CTC 


TTC 


CAC 


ACA 


GAG 


CGC 


TCC 


TCT 


GCT 


225 




GCC 


TGG 


AAC 


ATG 


ACC 


CTC 


CTA 


GAC 


CAA 


CTC 


CAC 


ACT 


GGA 


CTT 


CAT 


270 




CAG 


CAA 


CTG 


CAA 


CAC 


CTG 


GAG 


ACC 


TGC 


TTG 


CTG 


CAG 


GTA 


GTG 


GGA 


315 


15 


GAA 


GGA 


GAA 


TCT 


GCT 


GGG 


GCA 


ATT 


AGC 


AGC 


CCT 


GCA 


CTG 


ACC 


TTG 


360 




AGG 


AGG 


TAC 


TTC 


CAG 


GGA 


ATC 


CGT 


GTC 


TAC 


CTG 


AAA 


GAG 


AAG 


AAA 


405 




TAC 


AGC 


GAC 


TGT 


GCC 


TGG 


GAA 


GTT 


GTC 


AGA 


ATG 


GAA 


ATC 


ATG 


AAA 


450 




TCC 


TTG 


TTC 


TTA 


TCA 


ACA 


AAC 


ATG 


CAA 


GAA 


AGA 


CTG 


AGA 


AGT 


AAA 


495 




GAT 


AGA 


GAC 


CTG 


GGC 


TCA 


TCT 


TGA 
















519 



20 oder deren degenerierte Varianten. 

Zur Herstellung eines fur ein Hybridinterf eron der Formel I 
kodierenden Plasmids, das vor der gemeinsamen Bglll-Schnitt- 
stelle die fur ein omeg^l -Interferon kodierende DNA-Sequenz 
enthSlt (Konstrukt ions schema s siehe Figur 5), inuB, falls in 
25 der DNA-Sequenz des a-Interf erons zwei Bglll-Sehnittstellen 
wie in der DNA-Sequenz des IFN-a2(Arg) vorhanden sind, in 
zwei Schritten verfahren werden: 

Im ersten Schritt wird das aus dem Plasmid pRHW14 durch 
Schnitt mit Bglll und SphI gewonnene grofle Fragment mit dem 
30 aus dem Plasmid parpATER33 durch Verdauen mit Bglll und SphI 
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gewonnene Fragment, welches den C-Terminus des IFN-a2(Arg) 
kodiert, in Gegenwart einer Ligase, z.B. T 4 DNA-Ligase, 
ligiert. Zur Replikation der entstandenen Plasmide wurden 
Bakterien, vorzugsweise E. coli HB 101, wie vorstehend bei 
5 der Herstellung des Plasmids pRH72 beschrieben, transfor- 
miert, kultiviert und auf ihre Konstruktion bin tiberprtift. 

Ein so erhaltenes Plasmid wurde ausgewSblt und mit pRH77 be- 
zeichnet, dieses weist folgende Restriktionskarte auf s 




In 2. Schritt muB nurunehr, um das Gen fCir das Hybridinter- 
10 feron, z.B. des IFN-omegal/a2( Bglll ) , zu koraplettieren, das 
beim Schneiden von parpATER33 entfernte Fragment mit den 
Positionen 192-455 wieder in das Plasmid pRH77 eingebracht 
werden. Hierzu wird das Plasmid pRH77 mit Bglll geschnitten, 
und das S'-terminale Phosphat mit Kalbsdarm-Phosphatase 
15 (CIP) entfernt. Die so erhaltene linearisierte Form des 
Plasmids pRHW77 wurde durcb Gelelektrophorese, z.B. mit 
einem l%igen Agarosegel, aufgetrennt, isoliert und mittels 
Xthanol-Prazipitation gereinigt. Nach. L6sen des so erhalte- 

nen lineari sierten Fragments in einem geeigneten Puffer, 
20 z.B. in TE-Puffer, wurde dieses mit dem beim ursprtinglichen 
Verdauen von parpATER33 mit Bglll und SphI erhaltenen 263 bp 
langen Fragment in Gegenwart einer Ligase, z.B. T 4 DNA-Li- 
gase, ligiert. Zur Replikation der entstandenen Plasmide 
werden Bakterien, vorzugsweise E. coli HB101, wie vorstehend 
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bei der Herstellung des Plasmids pRH72 beschrieben, trans- 
formiert, kultiviert und auf ihre Konstruktion hin durch 
Schnitt mit den Restriktionsendonucleasen Alul Oder Haelll 
auf ihre Richtigkeit hin untersucht. Die Insertion des 263 
5 pb langen Fragments erfolgt hierbei auf Grund der identi- 
schen Enden in zwei Orient ierungen- 

Das Plasmid, in dem das 263 bp lange Bglll-Fragment in der 
fiir die Expression richtigen Lage insertiert wurde, wurde 
mit pRH78r, und jenes mit der ffir die Expression falschen 
10 Orient ierung mit pRH78f bezeichnet. 

Beide Plasmide zeigen transf ormiert in E. coli HB101 den 
PbHnotyp Ap r und Tc r , Das Plasmid pRH78r mit der Re- 
st riktionskarte 




kodiert folgende Polypeptidesequenz fGr das 
15 IFBT-omegal/a2(BglII) und enthalt die fiir dieses Peptid kodie- 
rende Sequenz : 

5 10 15 

Met Cys Asp Leu Pro Gin Asn His Gly Leu Leu Ser Arg Asn Thr 
ATG TGT GAT CTG CCT CAG AAC CAT GGC CTA CTT AGC AGG AAC ACC 45 
20 20 25 30 

Leu Val Leu Leu His Gin Met Arg Arg lie Ser Pro Phe Leu Cys 
TTG GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AG A ATC TCC CCT TTC TTG TGT 90 
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35 40 45 

Leu Lys Asp Arg Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gin Glu Met Val Lys 
CTC AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA 135 

50 55 60 

5 Gly Ser Gin Leu Gin Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu 

GGG AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG 180 

65 70 75 

Met Leu Gin Gin lie Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser 
ATG CTG CAG CAG ATC TTC AAT CTC TTC AGC ACA AAG GAC TCA TCT 225 
10 80 85 90 

Ala Ala Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu 
GCT GCT TGG GAT GAG ACC CTC CTA GAC AAA TTC TAC ACT GAA CTC 270 

95 100 105 

Tyr Gin Gin Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Val lie Gin Gly Val 
15 TAC CAG CAG CTG AAT GAC CTG GAA GCC TGT GTG ATA CAG GGG GTG 315 

110 115 120 

Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu Met Lys Glu Asp Ser He Leu Ala 
GGG GTG ACA GAG ACT CCC CTG ATG AAG GAG GAC TCC ATT CTG GCT 360 

125 130 135 

20 Val Arg Lys Tyr Phe Gin Arg He Thr Leu Tyr Leu Lys Glu Lys 

GTG AGG AAA TAC TTC CAA AGA ATC ACT CTC TAT CTG AAA GAG AAG 405 

140 145 150 

Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu He Met 
AAA TAC AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA GAA ATC ATG 450 
25 155 160 165 

Arg Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gin Glu Ser Leu Arg Ser 
AGA TCT TTT TCT TTG TCA ACA AAC TTG CAA GAA AGT TTA AGA AGT 495 



Lys Glu 
AAG GAA TGA 
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Das Plasm id pRH78f mit der Restriktionskarte 




kodiert fclgende Polypeptide sequenz und enthSlt die ftir 



dieses Peptic kodierende Sequenz: 













5 










10 










15 




c 


Met 


Cys 


Asp 


Leu 


Pro 


Gin 


Asn 


His 


Gly Leu 


Leu 


Ser 


Arg Asn Thr 






ATG 


TGT* GAT 


CTG 


CCT 


CAG 


AAC 


CAT 


GGC 


CTA 


CTT 


AGC 


AGG 


AAC 


ACC 


45 












20 










25 










30 






Leu 


Val 


Leu 


Leu 


His 


Gin 


Met 


Arg 


Arg 


He 


Ser 


Pro 


Phe 


Leu 


Cys 






TTG 


GTG 


CTT 


CTG 


CAC 


CAA 


ATG 


AGG 


AGA 


ATC 


TCC 


CCT 


TTC 


TTG 


TGT 


90 


1C 










35 










40 










45 






Leu 


Lys 


Asp 


Arg 


Arg 


Asp 


Phe 


Arg 


Phe 


Pro 


Gin 


Glu 


Met 


Val Lys 






CTC 


AAG 


GAC 


AGA 


AGA 


GAC 


TTC 


AGG 


TTC 


CCC 


CAG 


GAG 


ATG 


GTA 


AAA 


135 












50 










55 










60 






Gly 


Ser 


Gin 


Leu 


Gin 


Lys 


Ala 


His 


Val 


Met 


Ser 


Val 


Leu 


His 


Glu 




15 


GGG 


AGC 


CAG 


TTG 


CAG 
65 


AAG 


GCC 


CAT 


GTC 


ATG 


TCT 


GTC 


CTC 


CAT 


GAG 


180 




Met 


Leu 


Gin 


Gin 


He 


Ser 
























ATG 


CTG 


CAG 


CAG 


ATC 


TCA 


TGA 


TTT 


CTG 


CTC 


TGA 


CAA 


CCT 


CCC 


AGG 


225 




CAC 


AAG 


GGC 


TGT 


ATT 


TCT 


TCT 


CTT 


TCA 


GAT 


AGA 


GAG 


TGA 


TTC 


TTT 


270 


20 


GGA 


AGT 


ATT 


TCC 


TCA 


CAG 


CCA 


GAA 


TGG 


AGT 


CCT 


CCT 


TCA 


TCA 


GGG 


315 




GAG 


TCT 


CTG 


TCA 


CCC 


CCA 


CCC 


CCT 


GTA 


TCA 


CAC 


AGG 


CTT 


CCA 


GGT 


360 




CAT 


TCA 


GCT 


GCT 


GGT 


AGA 


GTT 


CAG 


TGT 


AGA 


ATT 


TGT 


CTA 


GGA 


GGG 


405 




TCT 


CAT 


CCC 


AAG 


CAG 


CAG 


ATG 


AGT 


CCT 


TTG 


TGC 


TGA 


AGA 


GAT 


TGA 


450 




AGA 


TCT 


TTT 


TCT 


TTG 


TCA 


ACA 


AAC 


TTG 


CAA 


GAA 


AGT 


TTA 


AGA 


AGT 


505 


25 


AAG 


GAA 


TGA 


























514 



> 

i 
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Zur Replication bzw. zur Expression konnen die neuen Plas- 
mide der vorliegenden Erfindung in einen bakteriellen Wirt 
eingebracht werden. Hierbei haben sich Prokaryoten wie E. 
coli K12, Stamm 294 (ATCC Nr. 31.446) , E . coli X1776 (ATCC 
5 Nr. 31.537), E. coli W3110 (F~, Lambda", Prototroph, 
ATCC Nr. 27.325), E. coli HB101 ((F~", hsdS20(r~, m"), 
recAl3, ara-14, proA2, lacYl, galK2, rpsL20(Smr), xyl-5, 
at 1-1, supE44, lambda"), Bazillen wie Bacillus subtilis, 
und andere Enterobacteriaceae, wie Salmonella typhimurium 
10 oder Serratia marcenses und verschiedene Pseudomonaden als 
geeignet erwiesen. 

Zur Expression der neuen Hybridinterf erone wurde beispiels- 
weise das Plasmid pRH72, pRH78f und pRH78r jeweils in E. 
coli transformiert und kultiviert. Die antivirale AktivitSt 

15 der exprimierten Polypeptide wurde im Zelltfberstand nach der 
ZerstSrung der ZellwSnde und Abzentrif ugation der Bakterien- 
trChnmer und mittels des CPE-Reduktionstest bestimmt. Hierbei 
zeigte sich, daB die aus E. coli transformiert mit pRH72 und 
E. coli transformiert mit pRH78f gewonnenen ZellUberstSnde 

20 keine antiviralen Eigenschaf ten aufweisen. Uberraschender- 
weise weist jedoch der aus dem Plasmid pRH78r gewonnene 
Zelltfberstand, der das IFN-omegal/a2(BglII) enthSlt, eine 
etwa viermal hohere spezifische antivirale AktivitMt auf 
A549-Zellen als IFN-a2(Arg) auf. 

25 uie flir ein neuen Hybridinterf eron kodierenden DNA-Sequenzen 
der neuen erf indungsgemSB hergestellten Plasmide k6nnen des- 
weiteren nach entsprechender Veranderung in jeden anderen 
Organismus eingebracht werden. 

Hierbei kann die Expression und Translation einer derartigen 
30 Sequenz auch unter Kontrolle anderer Regulationssysteme, die 
als "homolog" zu dem Organismus in seiner untransf ormierten 
Form gelten konnen, ablaufen. So enthSlt z.B. chromosomale 
DNA von einem Lactose-abhSngigen E. coli ein Lactose oder 
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Lac— Operon, das durcb Ausschuttung des Enzyms Beta— Galacto— 
sidase den Lactose-Abbau ermSglioht . 

Die Lac-Kontrollelemente konnen aus dem Bacteriopliagen I*amb- 
da-plac5, der infektSs fttr E. coli ist, erhalten werden. Das 
5 Lac-Operon des Phagen kann durcli Transduktion aus derselben 
Bakterien— Spezies stammen. Regulationssysteme, die bei dem 
erf indungsgemSBen Verfahren Verwendung finden konnen, konnen 
audi aus plasmidi seller DNA stammen, die dem Organismus eigen 
ist. Das Lac-Promotor -Operator-System kann durcli IPTG (Iso- 
1 - propyltbiogalactosid) induziert werden* 

Andere Promotor-Operator-Systeme oder Teile hiervon kSnnen 
genausogut verwendet werden: beispielsweise Arabinose-Promo- 
tor/Operator, Colicin E^Promotor /Operator, Galactose- 
Promotor /Operator, alkali scher Phosphatase-Promotor/Opera- 
15 tor, trp-Promot or /Operator, Xylose-A-Promotor /Operator, 
tacPromotor U.S.. 



ZusStzlicb zu Prokaryoten konnen auch Eukaryoten, wie Hefe 
verwendet werden* Saccharomyces cerevisiae ist die am mei— 
sten verwendet e unter den eukaryotiscben Mikroorganismen, 

2C obwobl eine Anzahl anderer Spezies allgemein erhSltlich ist. 
Zur Expression in Saccharomyces wird beispielsweise das 
Plasmid YRp7 (Stinchcomb et al. Natur 282 , 39 (1979); 
Kingsman et al.. Gene 7> 141 (1979); Tschumper et al., Gene 
10 , 157 (1980)) und das Plasmid YEp 13 (Bwacb et al. , Gene 

25 8, 121-133 (1979)) liblicherweise verwendet. Das Plasmid YRp7 
enthalt das TRPl- Gen, das einen Selektionsmarker fUr eine 
Hefemutante bereitstellt r die unfShig ist, in trypthophan- 
losem Medium zu wachsen; beispielsweise ATCC Nr. 44076. 

Das Vorhandensein des TRPl-Schadens als Charakterist ikum des 
30 Hef e-Wirtsgenoms stellt dann ein wirksames Hilfsmittel dar, 
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um die Transformation nachzuweisen, indem ohne Tryptophan 
kultiviert wird. Ganz Shnlich verhSlt es sich bei dem Plas- 

* 

mid YEpl3, das das Hefe-Gen LEU 2, das zur Erganzung einer 
IiEU-2-minus-Mutante verwendet werden kann, enthSlt. Geeigne- 
5 te Promotor-Sequenzen fiir Hefe Vektoren beinhalten die 

5*-flankierende Region der Gene des ADH I (Ammerer G., Me- 
thods of Enzymology 101 , 192-201 (1983) ), 3-Fhosphoglycera- 
te-Kinase (Hitzeman et al., J . Biol, Chem. 255 , 2073 (1980)) 
Oder andere glykolytische Enzyme (Kawaski und Fraenkel, BBRC 
10 108 , 1107-1112 (1982)) wie Enolase, Glyceraldehyd-3-phos- 
pbat-Dehydrogenase, Hexokinase, Pyruvat-Decarboxylase, 
Phosphof ructokinase, Glucose-6-Phosphat-Isomerase, Phospho- 
glucose-Isomerase und -Glucokinase. Bei der Konstruktion ge- 
eigneter Expressionsplasmide kfinnen die mit diesen Genen 
15 assoziierten Terminationssequenzen ebenfalls in den Expres- 
sions-Vektor am 3 f -Ende der zu exprimierenden Sequenz einge- 
setzt werden, um Polyadenylierung und Termination der mEHA 
vorzusehen. 

Andere Promotoren, die zudem noch den Vorteil der durch 
20 Wachstumsbedingungen kontrollierten Transkription besitzen, 
sind die Promotor-Regionen der Gene fUr Alkohol -Dehydrogena- 
se^, Isocytochrom C, Saure-Phosphatase, abbauende Enzyme, 
die mit dem Stickstof f-Metabolismus gekoppelt sind, die oben 
erwShnte Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und Enzyme, 
25 die fQr die Verarbeitung von Maltose und Galaktose verant- 
wortli.ch sind. Promotoren, die durch den Hefe Mating Typ 
Locus reguliert werden, beispielsweise Promotoren der Gene 
BARI^ MFal, STE2 , STE3 , STE5 k6nnen bei temperaturregulier- 
ten Systemen durch die Verwendung von temperaturabhSngigen 
30 sir Mutationen eingesetzt werden. (Rhine PH.D. in Thesis, 
University of Oregon, Eugene, Oregon (1979), Herskowitz and 
Oshima, The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces . 
part I, 181-209 (1981), Cold Spring Harbor Laboratory). 
Diese Mutationen beeinflussen die Expression der ruhenden 
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Mating Typ Kassetten von Hefen und dadurch indirekt die 
Mating Typ abhangigen Promotoren. Generell ist jedoch jeder 
Vektor geeignet, der einen Hef e-kompatiblen Promotor, sowie 
Hefe spezifische Replikations- und Terminationssequenzen 
^ enthSlt. 

ZusStzlich zu Mikroorgani smen sind Kulturen multizellulSrer 
Organismen ebenfalls geeignete Wirtsorganismen. Im Prinzip 
ist jede dieser Kulturen einsetzbar, ob von Wirbeltier- Oder 
wirbellosen Zellkulturen. GrSBtes Interesse bestebt jedoch 

10 an Wirbeltier-Zellen, so daB die Vermehrung von Wirbeltier- 
zellen in Kultur (Gewebe-Kultur) in den letzten Jahren zu 
einer routinemaBigen Methode wurde (Tissue Culture, Academic 
Press, Kruse and Patterson, Editors (1973)). Beispiele sol- 
cher nutzlichen Wirtszellinien sind VERO- und HeLa-Zellen, 

15 Go Idbamster-Eier stock (CHO)-Zellen und W138, BHK, COS-7 und 
MDCK-Zellinien. Express ions vektor en far diese Zellen enthal- 
ten iiblicberweise einen Replikationsursprung, einen Promo- 
tor, der vor dem zu exprimierenden Gen lokalisiert ist, ge- 
meinsam mit der notwendigen RNA-Splicing-S telle, Poly- 

20 adenylierungsstelle und transkriptionelle Terminations- 
Sequenzen. 

Bei der Verwendung in SSugetierzellen werden die Kontroll- 
funktionen auf den Express ions -Vektor en oftmals aus viralem 
Material verwendet. Beispielsweise stammen die Ublicherweise 

25 verwendeten Promotoren aus Polyoma Adenovirus 2, und beson- 
ders haufig aus Simian Virus 40 (SV 40). Die Promotoren der 
fruben und spat en Gene des SV 40 sind besonders ntitzlich, da 
beide leicbt aus dem Virus als Fragment zu erhalten sind, 
das auch noch den viralen Replikationsursprung des SV 40 

30 enthalt. (Fiers et al. . Nature 273 , 113 (1978)), Auch konnen 
kleinere oder groflere Fragmente des SV 40 verwendet werden, 
vorausgesetzt , sie enthalten die annSbernd 250 bp lange Se- 
quenz, die von der Hindlll Schnittstelle bis zur Bgl 1 
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Schnittstelle in der viralen Replikationsstelle reicht. 
Auflerdem ist es ebenfalls mSglich und oft empf ehlenswert , 
Promotor- Oder Kontroll-Sequenzen zu verwenden, die norma- 
lerweise mit den gewtinschten Gensequenzen verkntfpft sind # 
5 vorausgesetzt, diese Kontroll-Sequenzen sind kompatibel zu 
den Wirtszellsystemen. 

Bine Replikationsstelle kann entweder durch entsprechende 
Vektorkonstruktion vorgeselien werden, um eine exogene Stelle 
einzubauen, beispielswei se aus SV 40 Oder anderen viralen 
10 Quellen (z.B. Polyoma, Adeno, VSV, PBV, etc.) oder kann 

durch die chromosomalen Replikationsmechanismen der Wirts- 
zelle vorgesehen werden. Wird der Vektor in' das Wirtszellen- 
chromosom integriert, reicht die zuletztgenannte Mafinahme 
meistens aus. 

15 Basierend auf ihrem biologischen Wirkungsspektrum sind die 
neuen, erf indungsgemSfien Hybride, insbesondere das IFN-ome- 
gal/a2(BglII) Interferon verwendbar ftir jede Art der Behand- 
lung, flir die auch die bekannten Interferone eingesetzt wer- 
den. Diese beinhalten beispielswei se Herpesvirus, Khino- 

20 virus, virale Infektionen bei AIDS sowie andere virale 
Erkrankungen, verschiedene Krebsarten und Ahnliches. Die 
neuen Interferone konnen alleine oder in {Combination mit an- 
deren bekannten Interferonen oder biologisch aktiven Produk- 
ten eingesetzt werden, beispielsweise mit IFN-y# IL-2, an- 

25 aeren Immun-Modulatoren und Xhnlichen. 

Ein IFN-omega/a -Hybrid wie IFN-omegal/a2(BglII ) kann paren- 
teral verabreicht werden in FSllen, in denen Antitumor oder 
antivirale Behandlung erforderlich ist, und zur antiviralen 
Prophylaxe in immunsupprimierten Patienten. Dosierung und 
30 Dosierungsrate kcSnnen Shnlich denen sein, die zur Zeit bei 
klinischen Untersuchungen fttr IFN-a-Materialien gelten z.B. 
ca. (1-10) x 10 6 Einheiten tSglich und bei PrSparaten, die 
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zu meh-r als 1 % rein sind, bis zu beispielsweise 
5 x 1C ' Zinheiten tSglich. 

Beispi-elsweise kSnnen fur eine zweckmSBige Dosierungsform 
bei ei-nem im wesentlicben homogenen, bakteriell produzierten 
5 iFN-onnecal/a2(BglU), bei parenteraler Verwendung 3 mg 

IFN-onueoal/a2 ( Bgl II ) in 25 ml 5%igem menschlichem Serum Al- 
bumin gelSst werden. Diese LSsung wird dann durcb ein bak- 
teriologisches Filter gegeben, und die gefilterte LSsung 
aseptlsch auf 100 FISschchen verteilt, von dem jedes 
10 6 x 1C 6 Einheiten reines IFN-omegal/a2(BglII) zur paren- 
terale-n Applikation geeignet, enthalt. Die GISschen werden 
vor Verwendung vorzugsweise ktlhl (-20°C) aufbewahrt. Die er- 
findur.gsgemSflen Substanzen kSnnen in bekannter Weise formu- 
liert werden, urn pharmazeutisch verwendbare Mittel zu erhal- 
15 ten. wobei das erf indungsgemSfie Polypeptid mit einer pharma- 
zeutischen, akzeptablen TrSgersubstanz vermischt wird. Ge- * 
brSucrilicbe TrMgerstof f e und itare Formulierung sind bei 
E.W. Martin in Remingtom's Pharmaceutical Sciences beschrie- 
ben, worauf ausdrflcklich Bezug genommen wird. IFN-omegal/- 
20 a2(BglII) wird mit einer angemessenen Menge des TrSgerstof- 
fes vermischt, urn geeignete pharmazeutische Mittel zu schaf- 
fen, die fur eine effektive Anwendung beim Empf anger (Pa- 
tienten) geeignet sind. Bevorzugt wird eine parenterale 
Applikation vorgenommen. 

25 Desweiteren eignen sich die neuen Hybridinterf erone zur Her- 
stellung von AntikSrpern gegen diese Interferone, insbeson- 
dere das IFN-omegal/a2(BglII) , die zugleich auch die paren- 
teralen Interferone IFN-a2 und IFN-omegal erkennen. Die so 
hergestellten Antikorper sind daher fur die Immunaff initSts- 

30 chromatographic von omega-Interf eronen geeignet. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind so- 
mit neue monoklonale AntikSrper-produzierende Hybridzelli- 
nien, Verfahren zu deren Herstellung und ein Verfahren zur 
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Herstellung von monoklonalen Antikorpern der Maus mit Spezi- 
fitSt flir IFN-a und omega-Interf eron, insbesondere fttr ome- 
gal-Interf eron. 

Die neuen monoklonalen AntikBrper sind daher insbesondere 
5 zur Hochreinigung und zum Nachweis von omegal(Glu)- Oder 
omegal(Gly) -Interferon geeignet. 

Die hierftir erf order lichen Antikorper-produzierenden Hybrid- 
zellinien erhalt man durch Zellfusion von Milzzellen von mit 
einem Hybridinterf eron wie IFN-omegal/a2(BglII) immunisier- 

10 ten MSusen mit Myelomzellen, z.B. Myelomzellen der Linie 
P3-X-63Ag 8-653 ( siehe Nature 266, 550-552 (1977)). Eine so 
erhaltene Zellinie sezerniert grofle Mengen eines AntikSr- 
pers, der die antivirale AktivitSt sowohl des zur Immunisie- 
rung eingesetzten Hybridinterf erons als auch der beiden pa- 

15 rentalen Interferone, z.B. im Falle des IFN-omegal/ct2(BglII) 
die des omegal -Interferon und des IFN-a2(Arg), neutralisie- 
ren kann und fUr die Af f initStschromatographie von omegal- 
Interferon geeignet ist. 

Der so bergestellte AntikSrper kann nach kovalenter Bindung 
20 an einen biologisch inaktiven TrSger zur Hochreinigung von 
omegal-Interf erone Oder IFN-a2 verwendet werden. 

Die kovalente Bindung des AntikSrpers erfolgt hierbei an 
einen entsprechend aktivierten TrSger, vorzugsweise auf Dex- 
tran-Basis, z.B. an CNBr-aktivierte Sepharose Oder CH-akti- 

25 vierte Sepharose der Pirma Pharmacia, Uppsala. Zur Hochrei- 
nigung wird eine L5sung des zu reinigenden omegal-Interf e- 
rons, welches zweckroSBigerwei se entweder geraSB den in der 
EP-A-0.170.204 beschriebenen Verfahren Oder erf indungsgemSB 
mit Hilfe der vorstehend beschriebenen neuen Plasmide er- 

30 halten wird r bei schwach basischen pH, z.B. bei einem pH 
7-8, vorzugsweise jedoch bei einem pH 7,5, Uber einen so 
hergestellten Antik5rper-Af f initStstrSger gepumpt, solange 
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bei pH 7,5 gewasehen bis das Eluat proteinfrei ist, und an- 
schliefiend das gebundene Interferon im sauren Bereich, z.B. 
mit Hilfe von 0,1 molarer ZitronensSure in 25%igem Xthylen- 
glykol, eluiert. Die so erlialtenen proteihhSltigen Fraktio- 
5 nen werden anschliefiend ttber einen stark sauren Kationenaua- 
tauscher, z.B. den Kationenaustauscher Mono-S der Pinaa 
Pharmacia, chromatographiert . Hierbei wird das Humaninter- 
feron des obigen Eluat s sofort von der Kationenaustauscner- 
SSule adsorbiert und ansctilieBend mit Hilfe eines HaCl-Gra- 
10 dienten eluiert. 

Die ftlr die Durclif (Ihrung der vorliegenden Anmeldung erfor- 
derlichen Basisplasmide sind in Sachen der EP-A-0. 115. 613 
bzw. der EP-A-0. 170. 204 bei der Deutschen Sammlung fQr 
Mikroorganismen binterlegt worden, z.B. 

15 pER103 unter der DMS-Nr. 2773 am 20. Dezember 1983, 
E76E9 unter der DMS-Nr . 3003 und 

P9A2 unter der DMS-Nr. 3004 jeweils am 4. Juli 1984, 

wobei fur diese Klone bereits die erforderlicbe Freigabeer- 
klSrung abgegeben wurde. Unter Verwendung dieser Plasmide 
20 ist es dera Fachmann auf diesem Gebiet ohne weiteres moglich 
den Gegenstand der vorliegenden Erfindung an Hand der 
EP-A-0. 115. 613 und der EP-A-0. 170. 204 (siehe auch Nucleic 
Acids Res. 13, 4739-4749 (1985)) nachzuarbeiten. 

Die nacbfolgenden Beispiele sollen die Erfindung nSher er- 
25 lSutern, ohne diese jedoch einzuschrSnken: 
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Vorbemerkung 

Alle Enzymreaktionen werden unter den vom Hersteller ange- 
gebenen Bedingungen durchgef tfhrt . 

Beispiel Is 

5 Herstellunq von parpATER33 

10 jig parpER33 werden in 200 )il ReaktionslcSsung mit je 20 
Einheiten BamHI und PstI geschnitten. Anschliefiend werden 
die zwei entstehenden Fragmente in einem l%igen Agarosegel 
aufgetrennt (1% Agarose in lx TBE-puffer: 10, 8 g/1 Tris(hy- 

10 droxymethyl) ami nome than (Tris), 5,5 g/l BorsSure, 0,93 g/1 
XthylendinitriJLo-tetraessigsSure-dinatriumsalz (EDTA) und 
0,5 mg/1 Xthidiumbromid (EtBr), Laufpuffer ist lx TBE; 
Elektrophorese bei ca. 5V/cm; Sichtbarmachen der DNA— Frag- 
ments durch Bestrahlung des Agarosegels mit UV-Licht 

15 (254 nm)). Das kleinere, das Interf eron-alpha2-Arg 

(IFN-a2(Arg) ) enthaltende Fragment wird isoliert (Elektro- 
phorese der DNA-Bande auf DE-81 Papier (Whatman), Waschen 
des Papiers mit 200 mM NaCl, 25 mM Tris pH=7,5, 1 mM EDTA 
und Elution der DMA mit 1 M NaCl, 25 mM Tris, pH=7, 5, 1 mM 

20 EDTA) und durch Zusatz von 2,5 Vol Xthanol wird die DNA aus- 
gefSllt. Nach dem Abzentrif ugieren wird die DNA getrocknet 
und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer (10 mM Tris 
pH=8, 0, 1 mM EDTA) aufgenommen. 

ID >ig pAT153 werden ebenfalls in 200 jil Reakt ionsl6sung mit 
25 je 20 Einheiten BamHI und PstI geschnitten, und die zwei 

entstehende Fragmente separiert. Von pAT153 isoliert man das 
grttfiere, den Replikat ionsursprung enthaltende Fragment, 
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Jeweils 0,5 ug der gereinigten DNA Fragmente werden in 20 p.1 
Reaktior-slosung (66 mM Tris, pH=7, 5, 100 mM NaCI, 10 mM 
MgCl 2 , S mM Ditbiothreit ( DTT) , 1 mM EDTA, 1 mM Adenosin- 
tripbospbat (ATP) ) mit 5 Einheiten T 4 DNA-Ligase ligiert. 
5 AnsclilieBend werden 150 kompetente E.coli HB 101-Bakte- 
rien (F~, nsdS20(r~, nT) , recA13, ara-14, proA2, 
lacYl, galK2, rpsL20 (Smr ) , xyl-5, mtl-1, supE44, lambda") 
mit 1 M-l der Ligasereaktion versetzt, 30 Minuten bei* 0°C in- 
kubiert, und durch 2 Minuten 42°C Inkubation mit der DNA 
0 transfonaiert (Kompetente E.coli Bakterien: E.coli wird in 
I,B-Mediujn (10 g/l Trypton, 5 g/l Yeast Extract, 5 g/l NaCI, 
pH=7,5) bis zu OD 600nm~ 0 ' 3 waclisen gelassen und abzentri- 
fugiert. Die Bakterien werden in 0,5 Vol eiskalter 50 mM 
CaCl2 I*£sung resuspendiert und 30 Minuten inkubiert. Naeh 
i5 erneutec Abzentrif ugieren werden die Bakterien in 1/15 Vol 
des Ausgangsvolumens 50 mM CaCl 2 resuspendiert). Die Bak- 
teriensuspension wird auf LB-Agar (LB-Medium plus 15 g/l 
Agar) mit 50 ug /ml Ampicillin plattiert. Nacn 16 Stunden In- 
kubation bei 37°C werden 12 der entstandenen Kolonien ausge- 
iO wShlt und von diesen im MikromaBstab die Plasmide isoliert 
(Birnboim, H.C. and Doly, J., Nucl. Acids Res. 2' 1513 
(1979)). Die Richtigkeit der Konstruktion wird durcb Re- 
striktionsenzymdoppelverdauung mit Pstl-BamHI, Pstl-PvuII 
nnd EcoRI — BamH I und mit anschlieBender Gelelektrophorese 
15 durcb das Auftreten der erwarteten Fragmente bestStigt. Ein 
Plasmid wird ausgewSblt und mit parpATER33 bezeicbnet. 
E.coli transformiert mit parpATER33 zeigt den Fhanotyp Ap r 
(Ampicillin-Resistenz) , Tc r (Tetracyclin-Resistenz) . 

Beispiel 2 
50 Her stel lung von pRHW14 



10 \l<3 parpATER3 3 werden in 150 \il Reakt ionslosung mit 
Hindlll und BamHI doppelt verdaut . Die drei result ierenden 
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DNA Fragmente werden auf einem l%igen Agarosegel aufge- 
trennt, und das grSBte, ca. 3750 Basenpaare (bp) lange Frag- 
ment isoliert (Fragment a)). Dieses Fragment trSgt den 
Tryptophan Promotor/Operator (Serratia marcescens), den Re- 
5 plikationsursprung, sowie das Ap r -Gen. 

10 ug pRHW12 werden ebenfalls in 150 vl ReaktionslSsung mit 
BamHI und Hindlll doppelt verdaut. Die zwei entstehenden 
Fragmente werden gelelektrophoretisch aufgetrennt, und das 
kleinere, ca. 800 bp lange Fragment isoliert, welches das 
10 IFN-omegal(Gly) -Gen enthSlt (Fragment b) ) • 

40 ng Fragment a) werden mit ca. 50 ng Fragment b) in 10 \xl 
Reaktionsl6sung mit 5 Einheiten T 4 DNA-Ligase ligiert. 
200 jil kompetenter E.coli HB101 Suspension werden mit der 
I*igasereaktionsl5sung gemischt, die Bakterien durch Hitze- 
15 schock auf 42 0 C transf ormiert und auf LB-Agar plus 50 jig/ml 
Ampicillin plattiert. Nach 16 Stunden Inkubation bei 37*C 
werden sechs Kolonien ausgewahlt, und aus den Bakterien im 
MikromaBstab die Plasmid DNA isoliert. Nach dem Verdauen der 
DNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI, Hindlll, Ncol 
20 bzw. PstI und anschliefiender gelelektrophoretischer Analyse 
der Fragmente zeigte sich, daB eines der Plasmide die ge- 
wtinschte Struktur aufweist. Dieses Plasmid wird mit pRHW14 

bezeichnet. E.coli transf ormiert mit pRHW14 zeigt den FhMno- 
typ Ap r und Tc s . 

25 Beispiel 3 

Nachweis der Plasmid-kodierten Proteine 

Der Nachweis Plasmid-kodierter Proteine ist im Maxizell Sy- 
stem mQglich (Sancar. A. , Hack, A.M. and Rupp, W.D., J.Bac- 
teriol. 137 , 692-693 (1979)). 
30 Hierzu wird E.coli CSR603 (F~, thr-1, leuB6, proA2, phr-1, 
recAl, argE3, thi-1, uvrA6, ara-14, lacYl, galK2, xyl-5, 
mtl-1, gyrA98 (nalA98), rpsL31, tsx-33, lambda", supE44), 
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transformiert mit den Plasmiden pRHW12 und pRHW14, im Ex- 
pressionsmedium (10 g/l (NH 4 ) 2 P0 4 , 3,5 g/l KH 2 P0 4 
pH=7,3, 0,5 g/l NaCI, 21 g/l Caseinhydrolysat ( saurehydroly- 
siert, vitaminfrei) r 11 g/l Glucose, 1 mM MgS0 4 , 0,1 iM 
5 CaCl 2 , 1 mg/l Thiamin-HCl, 20 mg/l I^Cystein, 100 mg/l 
Ampicillin) bis zu einer Dichte von OD 60() nm=0,6 bei 37°C 
geztichtet. 10 ml Kultur werden in einer offenen Petrischale 
mit einer UV-Germicidlampe (15W) aus 50 cm Entfernung 5 Se- 
Icunden lang bestrahlt und eine Stunde weiter inkubiert. Den 
10 Kultur en werden 100 jig D-Cycloserin zugesetzt, um noch ver- 
mehrungsfahige Bakterien abzutoten. Nach 16 Stunden Inkuba- 
tion bei 37 °C werden die Bakterien abzentrif ugiert, zweimal 
mit je 5 ml Hersney-SalzlSsung gewaschen (5,4 g/l NaCI, 
3,0 g/l KC1, 1,1 g/l NH 4 C1, 15 mg/l CaCl 2 *2H 2 0, 
15 0,2 g/l MgCl 2 x6H 2 0, 0,2 mg/l FeCl 3 x6H 2 0, 87 mg/l 

KH 2 P0 4 , 12,1 g/l Tris pH=7,4), in 5 ml Hersney-Medium 
(pro 100 ml Hecshey-Saize s 2,0 ml 20% Gltfcose, 0,5 ml 
2% Threonin, 1,0 ml 1 % Leucin, 1, 0 ml 2% Prolin, 2% Argi- 
nin, 0,1 ml 0,1% Thiamin-HCl) plus 20 pg/ml IndolacrylsSure 
20 ( IAA) inkubiert* Durch Zusatz von 5 jiCi/ml S-Methionin 

und weiterer Inkubation bei 37°C fur eine Stunde werden neu- 
synthetisierte Proteine radioaktiv markiert. Die Bakterien 
werden abzentrif ugiert und in 200 p.1 Na-Dodecylsulfat(SDS) - 
Probenpuffer (6,6 mM Na-Phosphat pH=6, 8, 2 mM EDTA, 2% SDS, 
25 3% Glyzerin, 0,02% Bromphenolblau, 0,66% 2-Mercaptoatnanol ) 
5 Minuten bei 100 °C lysiert- Die Proben werden anschlieBend 
in einem 15%igem ^olyacrylamidgel aufgetrennt (Trenngel: 
15% Acrylamid, 0,4% Bisacrylamid, 375 mM Tris pH=8,8, 2 mM 
EDTA, 0,1% SDS; Sammelgels 6% Acrylamid, 0,16% Bisacrylamid, 
30 375 mM Tris pH=6, 8, 2 mM EDTA, 0,1% SDS; Elektrodenpuf f er r 

3,0 g/l Tris, 14,24 g/l Glyzin, 0,335 g/l EDTA, 0,5 g/l SDS; 
Elektrophoresedauer : 16 Stunden bei konstant 20 mA) . Das Gel 
wird eino Stunde in 20% Methanol, 7,5% EssigsSure f ixiert, 
30 Minuten in 5% Methanol, 1% Glyzerin inkubiert und in 
35 ein^m Geltrockner getrocknet. Das Gel wird unter Verwendung 
einer VerstSrkerf olie (Kodak) bei -80°C auf Kodak X-Omat S 
Rontgenfilm exponiert. 
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Das Ampicillin-Resistenzgenprodukt (fl-Lactamase) wird in 
beiden Fallen gleich stark markiert. IFN-omegal ist jedoch 
im Falle des pRHW14 mehr als doppelt so stark markiert als 
bei pRHW12 (siehe Figur 3). 

5 Bei spiel 4 

Extraktion von IFN-omegal(Gly) aus Bakterien 



E.coli HB101 transformiert mit pRHW12 bzw. pRHW14 wird in 
Expressionsmedium plus 20 jig/ml IAA bis zu einer 
OD^ 0 Qnm=20 angeztfchtet . Die Bakterien werden durch Zusatz 
1 0 von H 2 S0 4 bis pH=2 und 60-minUtige Inkubation bei 20°C 
abget&tet. Die Bakterien werden abzentrif ugiert , und die 
Biomasse bei -20*C bis zur Aufarbeitung eingefroren. Die 
Bakterien werden in *10 Vol 1% EssigsSure resuspendiert . Der 
pH-Wert der LOsung wird durch Zusatz von 2 N NaOH auf 10 

15 eingestellt, und die Suspension bei 0°C zwei Stunden ge- 
riihrt. Danach wird mit 2 N HC1 wieder ein pH-Wert von 7, 5 
eingestellt und die Zelltrummer abzentrif ugiert (J2-21 Zen- 
trifuge (Beckman), JA10 Rotor, 4°C, 10000 rpm, 30 Mi nut en ) . 
Die Interferon-Aktivita't im Oberstand (Rohextrakt) wird mit- 

20 tels des Cytopathischen Effekt (CPE) Reduktionstests auf 
humanen A549 Zellen (menschliche Lungenkarzinom Zellinie), 
mit Encephalomyocarditis (EMC) Virus infiziert, unter Ver- 
wendung von IFN-a2(Arg) als Standard gemes sen, Dabei liefert 
die Biomasse von E.coli transformiert mit pRHW12 100.000 

25 Einbeiten/Gramm (Mittelwert aus drei unabhSngigen ZCichtun- 
gen), wShrend der Klon pRHW!4 200.000 Einheiten/Gramm Bio- 
masse (15 Zttchtungen) liefert. 

Beispiel 5 

Konstruktion des Hybridinterf eron Expressionsklons pRH72 



30 io jig parpATER33 bzw. pRHW14 werden in je 130 jil Losung mit 
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BglH und SphI doppelt verdaut. Die entstandenen Fragmente 
werden auf einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt, die DNA's 
eluiert und durcli Prazipitation gereinigt. Die Fragmente 
werden in 20 ul TE gelost.'Das Expressionsplasmid fur 
5 iFN-a2/omegal( Bglll) wird durch Ligasereaktion von 1 ul gro- 
Bem Fragment aus parpATER3 3 mit 5 ul kleinem Fragment von 
P RHW14 in insgesamt 20 ul unter Verwendung von 5 Einheiten 
T DNA-Ligase hergestellt. Nach der Transformation von 
E^coli HB101 werden die Plasmide einiger der resultierenden, 
10 Ampicillin resistenten Klone im MikromaBstab isoliert, und 
die Richtigkeit der Konstruktion durch doppelte Restrik- 
tionsenzymverdauung mit Bglll/SphI uberpriift. Eines der 
Plasmide wird ausgewahlt und mit pRH72 bezeicbnet. E.coli 
transformiert mit diesem Plasmid besitzt den PhSnotyp Ap r , 

15 Tc s . 

Beispiel 6 

Konstruktion der Plasmide pRH78 r und pRH78f 

1 ul des groflen Fragments von pRHW14 wird mit 5 ul des 
BglII(2)-SphI-Fragments aus pa rpATER3 3 , das den C-Terminus 
20 des IFN-a2(Arg) kodiert, in 20 ul Reaktionsl6sung mit 5 Ein- 
neiten T. DNA-Ligase ligiert. Mit dem entstebenden Plasmid 
wird E.coli HB101 transformiert und wie in Beispiel 5 be- 
scbrieben, ein Plasmid der gewlinscbten Konstruktion ausge- 
sucht. Dieses Zwiscbenplasmid wird mit pRH77 bezeicbnet. Um 
25 das Gen fur das Hybridinterf eron-omegal/a2(BglII) zu kom- 
plettieren, mufl das beim Schnitt von parpATER3 3 mit Bglll 
entfernte Fragment in pRH77 eingebracbt werden. Hierzu wer- 
den 10 ug pRH77 in 50 ul LSsung mit Bglll gescbnitten, das 
Volumen der LSsung mit 2x CIP-Puffer verdoppelt (CIPr Kalbs- 
30 darm-Pbospbatase, 2x CIP-Puffer: 100 mM Tris pH=9,0, 2 mM 
MgCl 2 , 0,2 mM ZnCl 2 ), und das 5'-terminale Pbosphat 
durcb Zusatz von 1 Einbeit CIP (Boebringer Mannbeim) ent- 
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fernt (60 Minuten 37*C) . Die linearisierte Form von pRH77 
wird durch Agarosegelelektrophorese und Elution der DNA mit 
anschlieBender Prazipitat ion gereinigt. Die DNA wird in 
20 y.1 TE-Puffer aufgenommen und 1 ul davon mit 5 ]il des 263 
5 bp Fragments (Bglll(l)-BgllK 2) -Fragment ) , das beim Verdauen 
des parpATER33 mit Bglll/SphI gewonnen wird, in insgesamt 
10 jil ReaktionslSsung mit 5 Einheiten T 4 DNA-Ligase li- 
giert. E.coli HB101 wird transf ormiert, und die DNA von 
sechs entstandenen Kolonien analysiert. Da die Insertion des 

10 263 bp Fragments auf Grund der identischen Enden in zwei 
Orientierungen erfolgen kann, werden die Plasmide mit den 
Restriktionsendonukleasen Alul und Haelll auf die Richtig- 
keit der Konstruktion bin untersucht. Das Plasmid, in dem 
das Bglll-Fragment in der fUr die Expression richtigen Lage 

15 insertiert wurde, wird mit pRHW78r r jenes mit der fOr Ex- 
pression falschen Orientierung mit pRH78f bezeichnet. E.coli 
transform! ert mit pRH78r bzw. pRH78f zeigfc den PhSnotyp 
Ap r , Tc r . 

Beispiel 7 

20 Lysattest zur Feststellung von Interf eron-(antiviraler) 
AktivitSt 

E.coli transformiert mit den diversen Plasmiden wird in 
35 ml Expressionsmedium plus 20 ug/ul IAA bei 37 °C bis zu 
einer OD 600nm « 0, 6 angezuchtet . Die Bakterien werden ab- 

25 zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird in 3,5 ml 50 mM Tris 
pH=7,6/30 mM MgCl 2 -Ij6sung aufgenommen und unter Eisktihlung 
mit einem Ultraschall Desintegrator (MSE, Soniprep 150) mit 
maximaler Leistung bescballt. Die Suspension wird 10 Minuten 
zentrifugiert (J2-21 Zentrifuge, 10.000 rpm, 4°C, JA20-Ro- 

30 tor), und der Oberstand steril filtriert. Die antivirale 
AktivitSt der LQsung wird mittels des CPE-Reduktionstests 
( A549-Zellen, EMC- Virus) bestimmt. 
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E.coli transformiert mit pRH72 (IFN-a2/omegal(BglII) ) ergibt 
keine antivirale AktivitSt ebenso wie E.coli transformiert 
mit P RH78f , das die ersten 64 AminosSuren von reifen IEN— 
omegal, gefolgt von einem Serin kodiert. 

5 Demgegenuber zeigt das IFN-omegal/a2(BglII) , wobei der Klon 
P RH78r ca. 30xl0 6 Einbeiten Interferon (verglicnen mit 
IFN-a2(Arg) als Standard) pro Liter Kultur und pro 
1 OD, QO nm Bakteriendichte produziert, eine etwa viermal 
hShere spezifiscne antivirale AktivitSt auf A549 Zellen als 

0 IFN-a2(Arg). 

In der folgenden Tabelle sind die AminosSureSnderungen des 
Hybridinterferons IFN-omegal/a2(BglIl) gegentiber IFN-a2(Arg) 
aufgelistet : 





Position 


IFN-a2(Arg) 


I FN— omega 1 /ct 2 


iibergang 


5 


7 


Thr 


Asn 


P 


» P 




9 


Ser 


Gly 


P 


» P 




11 


Gly 


Leu 


P 


» 1 




14 


Arg 


Asn 


b 


» P 




17 


Met 


Val 


(1) 


» 1 


0 


20 


Ala 


His 


1 


» b 




27 


Leu 


Pro 


1 


» 1 




29 


Ser 


Leu 


P 


» 1 




38 


Gly 


Arg 


P 


» b 




43 


Glu 


Met 


a 


»(1) 




44 


Phe 


Val 


ar 


» 1 




45 


0 


Lys 


0 


» b 




47 


Asn 


Ser 


P 


» P 




49 


Fhe 


Leu 


ar 


» 1 




53 


Glu 


His 


a 


>> b 


0 


54 


Thr 


Val 


P 


>> 1 




55 


lie 


Met 


1 


»(1) 




56 


Pro 


Ser 


1 


>> P 




62 


He 


Leu 


1 


>> 1 
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Leg end e: 

as sauer, ar: aromatisch. b: basisch. li apolar, p: polar 
0: keine ArainosMure an dieser Position 

Unterschiede bei den Ladungen (Position) s 

5 1) Verlust von 1 positiven Ladung: 14 

2) Gewinn von 4 positiven Ladungen: 20, 38, 45, 53 

3) Verlust von 2 negativen Ladungen: 43, 53 

Das Hybrid hat 5 positive Ladungen mehr als IFN-a2(Arg). 



Beispiel 9: 
10 Reiniguna des IFN-omegal /a2(BqlII) 

. 145 g sSurebehandelte und bei -20«C gefrorene E.coli des 
Klones HB 10l/pRH78r werden in 1450 ml 1% EssigsHure bis zur 
vSlligen Verteilung des Materials unter Eisktihlung gertfhrt 
(etwa 30 Minuten) und sodann 2 x 1 Minute lang nit dem 

15 Ultra-Turrax T 45/6 (Janke und Kunkel) bei 10.000 UpM homo- 
genisiert. AnschlieBend wird Polymin P (Serva, Kat.Nr. 
33141) bis zu einer Konzentration von 0,25% zugegeben und 
der P H mit 5 N NaOH auf 10,0 eingestellt. Nach 2 Stunden 
RUhren unter Eisktihlung wird der pH mit 5 N HC1 auf 7,5 ein- 

20 gestellt und eine KISrung des Rohextraktes durch Zentrifuga- 
tion vorgenommen (Christ Cryofuge 6-6 S, 3000 OpM, 1 Stunde, 
etwa 4°C). 

Zur FHllung des Interferons wird der Rohextrakt mit 430 
g/Liter Ammoniumsulf at versetzt und zur vollstSndigen Fal- 
25 lung 16 Stunden bei 4-8»C stehen gelassen. Der Niederschlag 
wird dann durch Zentrif ugation gewonnen (Beckman Zentrifuge 
J 2-21, Rotor JA10, 10.000 UpM, 60 Minuten, 4-8'C) . Das 
Ammonsulfat-Pellet wird in 145 ml 0,01 M NaCl aufgenommen 
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und die Suspension mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt. Nach 
3 Stunden Ruhren (Eisktihlung) wird die Losung klarzentrif u- 
giert (Beckman J2-21, Rotor CTA10, 10 000 UpM, 4°C, 60 Minu- 
ten) und mit Hilfe einer Nephross -Allegro Dialysierpatrone 
5 (Fa. Organon) gegen 0, 01 M NaCl solange dialysiert, bis die 
Interferonlosung eine OsmolaritSt von 370 mOsmol/l aufwies. 
Tandem-Chromatographie : Zur chromatographischen Reinigung 
wird eine SSule aus 75 g DE-52 Zellulose (Whatman) mit 
0,025 M Tris/HCl + 0, 2 M NaCl, pH 7,5 Squilibriert und vor 

10 eine Af f initatssaule (60 ml) vorgeschaltet, die den monoklo- 
nalen Antikorper EBI-1 (siehe EP-A-0.119-476) , gekuppelt an 
Sepharose 4B (mit Hilfe von BrCN-aktivierter Sepharose 4B, 
Pharmacia, hergestellt) enthalt. Die Af f initStssSule enthSlt 
480 mg des monoklonalen Antikbrpers EBI-1, sie wird eben- 

1 5 falls mit Tris/HCl + NaCl pH 7,5 wie oben beschrieben Squi- 
libriert. Die Interferonlosung wird durch die beiden SSulen 
gepumpt und solange mit 0.025 M Tris/HCL + 0,2 M NaCl nach- 
gewaschen, bis im Eluat nur mehr eine Extinktion OD 280 nm 
von unter 0,1 gemessen wird. Danach wird die VorsSule (DE-52 

20 Zellulose) abgekuppelt, und die EBI-1 SSule solange weiter 
gewaschen, bis das Eluat proteinfrei ist (OD 28Q nm im Eluat 
unter 0,01). Das adsorb! erte Interferon wird nunmehr mit 
Hilfe von 0,1 M ZitronensSure in 25%igem Xthylenglykol 
eluiert* Der Proteinpeak wird gesammelt. 

25 Das saure Eluat der AntikSrpersSule wird mit 2 N Ammoniak 

auf pH 4,5 eingestellt, und der entstandene Niederschlag ab- 
zentrif ugiert. 

Die letzte Reinigungstuf e ist eine Ionenaustausch-Chromato- 
graphie an dem TrSger MONO-S (Pharmacia). Eine SSule von 

30 l ml Bettvolumen (HR 5/5) wird an eine FPLC-Apparatur ange- 
schlossen (Pharmacia) und in 0,1 M Na-Citrat pH 4,2 Squili- 
briert. Die IFN-L5sung wird aufgetragen, und das adsorbierte 
Interferon mit Hilfe eines pH-Gradienten eluiert (Puffer A: 
0,1 M Na-Citrat pH 4,2 und Puffer Bs 0,1 M Na-Phosphat pH 

35 8,0). Das Interferon-omegal wird bei einem pH von 7,0 elu- 
iert und der IFN-Peak gesammelt (siehe Fig. 6). 
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Obersicht Uber die Reinigung von IFN-omegal/a2(BglII) 



Ausgangsmaterial : 145 g E.coli HB 10l/pRH78r 







Vol. 


IFN x) protein xx ^ 


Einn. 


AUSD, 






(ml) 


(Einh. ) 


(mg) 


/mg 


(%) 


5 


Rohextrakt 


1470 


16, 9xl0 9 


3000 


5, 6xl0 6 


100 




nach FMllung Anunon- 














sulfat u. Dialyse 


246 


14, OxlO 9 


1970 


7,lxl0 6 


83 




Eluat der Anti- 














kdrpersSule 


11,1 


10, 3xl0 9 


12, 9 


800xl0 6 


61 


10 


Oberstand pH 4, 5 


lit 9 


7, 4xl0 9 


9,3 


800xl0 6 


44 




Pool nacb MONO-S 


6,9 


4, 6xl0 9 


7,0 


660xl0 6 


27 



x * Die Bestimmung des Interf eron-Gehalts erfolgt durcb Messung 
der antiviralen Aktivitat (CPE-Reduktionstest ) mit Hilfe von 
A549-Zellen und Encephalomyocarditis-Virus (EMC-Virus). Als 
15 Standard dient IFN-a2(Arg). 



xx * Die Proteinbestimmung erfolgt mit Hilfe des Bio-Rad 
Protein Assays. Der Standard war Serumalbumin. 

Beurteiluncr der Reinigung 

Das gereinigte Hybridinterf eron-omegal/a2(BglI) ist homogen 
20 (siehe hierzu Fig. 7 - Ge Iper meat ions -HPLC) . Die erreichte 

spezifische Aktivitat von etwa 800x10 Einheiten/mg Pro- tein 
ist h6ber als die von IFN-a2(Arg) (ca. 300x10 Ein- beiten/mg 
Protein) . 
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Beispiel 10 



Herstellunq eines monoklonalen Antik5rr>ers geaen HuIFN— omet 



a) Immunisierung: 

Zwei weibliche, etwa aclit Wochen alte Balb/c-MSuse werden 
5 mit bocligereinigtem IFN-omegal/ct2(BglII) (Reinlieit >95%, 
gel6st in O.l M Natriumpfcosphat/Natriiimcitrat pH 7) wie 

f olgt immuni s i ert s 

1. Immunisierung: 100 ug IFN-omegal/a2(BglII) in einer Emul- 
sion mit komplettem Freund's Adjuvans, intraperitoneal in- 

10 jiziert 

2. Immunisierung: 100 ug IFN-omegal/a2(BglII ) in einer Emul- 
sion mit inkomplettem Freund's Adjuvans, ein Monat nacli der 
ersten Immunisierung intraperitoneal in jiziert 

Zettn Tage nach der zweiten Immunisierung werden Blutproben 
15 gewonnen. Die Faliigkeit der Seren, die antivirale AktivitSt 
von HuIFN-omegal, HuIFN-a2( Arg) und IFN-omegal/a2(BglII) zu 
neutralisieren, wird wie folgt getestet: 

100 ul einer Verdunnung der Serumprobe in Zellkulturmedium 
werden mit 100 ul einer IFN-L5sung ( jeweils 100 antivirale 
20 Einlieiten/ml) in Zellkulturmedium gemischt und 90 Minuten 

bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird die antivirale Aktivi- 
tat der Proben im biologischen Test (A549 Lungenkarzinom- 
zellen, Encephalomyocarditis Virus) bestimmt: 



1 


Serum 


Maus 1 


Maus 2 


25 


verdunnung 


omegal a2(Arg) 


IFN-PrSparat 
omegal /a2 omegal a2(Arg) omegal/ 

a2 J 

i 




1: 100 
1: 1 000 


+ + 


* 

+ - + 

+/- i 


30 


Is 10 000 




- 1 

• 

_ , „ — i 



t 

\ 
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Symbole: + vollstSndige Neutralisierung, +/- partielle Neu- 
tralisierung, - keine neutralisierende Wirkung 

Vier Wochen nach der zweiten Immunisierung erhSlt Maus 1 
eine intravenose Injektion von weiteren 100 jxg IFN-omegal/- 
5 a2(BglII). Drei Tage spSter wird die Milz entnommen und zur 
Herstellung von Hybridomen eingesetzt. 

Drei Wochen nach der zweiten Immunisierung wird Maus 2 
neuerlich immunisiert; 100 }ig IFN-omegal/a2(BglII) werden . 
intraperitoneal, 100 yg IFN-omegal/a2(BglII) subkutan appli- 

10 ziert. Zwei Wochen spMter wird eine weitere Serumprobe ge- 
wonnenen, die im oben beschriebenen Test bei einer VerdGn- 
nung von 1:100 eine partiell neutralisierende Wirkung fUr 
HuIFN-omegal zeigt. Vier Wochen nach der dritten Immunisie- 
rung wird eine intravenSse Injektion von 100 p.g IFN-omegal/- 

15 a2(BglII) gegeben, vier Tage spSter die Milz entnommen und 
zur Herstellung von Hybridomen eingesetzt. 

b) Herstellung und Screening von Hybridomen 

Die Herstellung von Hybridomen erfolgt nach der ursprlinglich 
von KOhler und Milstein (Nature 256 , 495 (1975)) entwickel- 

20 ten Methode unter Verwendung der nicht-sezernierenden Zelli- 
nie P3X63Ag8.653 (Kearney et al., J. Immunol. 123 , 1548 
(1979)). Zur Fusion wird 50% PolySthylenglykol 4000 mit 
5% Dimethylsulfoxid eingesetzt. Die Selektion der Hybridzel- 
len in HAT-Medium erfolgt ebenfalls mit Hilfe bekannter Ver- 

25 fahren (siehe Monoclonal Antibodies z Production and Mainte- 
nance, Lovborg, U. William Heinemann Medical Books, London 
1982; Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in 
Biological Analyses, Kennet, R.H., McKearn, T.J., and 
Bechtol, K.B., Herausgeber : Plenum Press, New York and Lon- 

30 don 1980). Aus beiden Fusionen werden insgesamt 730 Hybri- 
domkulturen erhalten. Das Screening wird wie folgt durchge- 
f iihrt 5 
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KulturCiberstande von mindestens 10-20% konfluenten Hybridom- 
kulturen werden mit gleichen Volumina einer LSsung von 
HuIFN-omegal (20 antivirale Einheiten/ml ) gemischt, 90 Minu- 
ten bei 37°C inkubiert und anschlieBend auf ihre antivirale 

5 Aktivitat getestet. Alle Kulturen werden in AbstSnden von 
jeweils einer Woche mindestens zweifach getestet. Nur eine 
der 730 Hybridomkulturen zeigt in alien Tests konsistent 
eine Reduktion der antiviralen AlctivitSt. Diese Kultur, im 
folgenden OMG-2 genannt, wird durch limitierende Verdunnung 

10 subkloniert, die Subklone erneut im beschriebenen Testver- 
fahren auf AktivitSt getestet. Mehrere positive Subklone 
werden in mit Pristan vorbebandelte MSuse inokuliert. Einer 
der Subklone ftfhrte in alien Mausen zur Bildung von AntikSr- 
per-enthaltender Ascites-Fliissigkeit. Durch FSllung mit 

15 50% gesSttigter Ammonsulf atlosung wird der enthaltene Anti- 
k6rper partiell gereinigt. Das resultierende PrSparat ent- 
hSlt AntikSrper in etwa 75%iger Reinheit (bestimmt durch 
Gelpermeations-Hochdruckf lQssigkeitschromatographie) . Etwa 
10 mg Antikorper kann aus einem Milliliter Ascites-Plttssig- 

20 keit gewonnen werden. Eine weitere Reinigung bis zu einer 
Reinheit von Ober 95% wird durch Anionenaustausch-Chromato- 
graphie erzielt. 

c) Charakterisierung des AntikSrpers OMG-2 

In der Natriumdodecylsulf at-Polyacrylamidgelelektrophorese 
-5 unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigt der AntikSrper 
0MG-2 ein Molekulargewicht von etwa 150 000. In der Gelper- 
meations-Hochdruckf lUssigkeitschromatographie zeigt der 
AntikSrper ein mit einem IgG-Markerprotein identisches Re- 
tentionsverhalten. Der Antik6rper ist sorait wahrscheinlich 

50 

vom IgG-Typ. 

Im Neutralisationstest (siehe Beispiel 10b) werden mit einem 
durch Ammonsulf at-FSllung partiell (siehe Beispiel 10b) ge- 
reinigtem AntikSrper folgende Ergebnisse erhalten; 
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Antik6rper-Konzentration 
Hg/ml 



I FN-Pr Spar at i on 



omega 1 



alfa2 



omegal/a2 



5 000 



+/- 



+/- 



5 



1 000 



+ 



100 



+ 



10 



+/- 



1 



Der AntikSrper zeigt somit starke neutralisierende Wirkung 
10 gegen das zur Immunisierung der MSuse eingesetzte Hybrid- 
IFN-omegal/ct2(BglII), aber nur eine etwa 500-fach schwSchere 
Wirkung gegen HuIFN-a2(Arg) und HuIFN-omegal. Trotz der of- 
fensichtlich relativ geringen AffinitSt zu HuIFN-omegal kann 
der Antik6rper OMG-2 erfolgreich flir die Immunaf f initSts- 
15 chromatographic dieses Interferons eingesetzt werden (siehe 
Beispiel 11)* 

Beispiel 11 

Reinigung von IFN-omegal 

a) Extraktion und CPG-Chromatographie : 

20 794 g sSuregefSllte und bei -20°C tiefgef rorene E.coli des 
Klones pRHW14 werden in 7700 ml l%iger Essigsaure unter Eis- 
kuhlung bis zur vSlligen Verteilung des Materials gerUhrt 
(etwa 30 Minuten) und mit Hilfe von 2N NaOH auf pH 10 einge- 
stellt. Nach 2-stiindigem Ruhren unter Eisktihlung wird die 

2 5 Suspension auf pH 7, 5 eingestellt ( 2N HC1) und klarzent ri f u- 
giert (1 Stunde bei 10.000 UpM, 4°C # JA 10-Rotor der Beckman 
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Zentrifuge J2-21). Der klare Uberstand wird mit 50 ml/Stunde 
Uber eine 500 ml-Saule aus CPG gepumpt (controlled pore 
glass, CPG 10-350, 120-200 mesh, Electro-Nucleonics Inc, 
USA) und anscblieBend die SSule grOndlicb mit 0-025 M 
5 Tris/HCl + 1 M NaCl (pH 7,5) nachgewaschen. Das an der SSule 
adsorbierte Interferon wird sodann mit 0,025 M Tris/HCl + 
1 M KSCN in 50%igem Atbylenglykol (pH 7,5) eluiert (50 
ml/Stunde). Der IFN-Pool wird sodann gegen 0,025 M Tris/HCl 
+ 0,1 M NaCl dialysiert, wobei durch Zugabe von 10% Poly- 
10 Stbylenglykol 40.000 zu der AuBenlSsung gleicbzeitig eine 
Konzentrierung des IFN-Pools erreicht wird. Das dialysierte 
Konzentrat wird durcb Zentrifugation geklSrt (1 Stunde, 4°C, 
15.000 UpM, JA-20 Rotor der Beckman Zentrifuge J2-20). 



b) Af f initStscbromatograpbie an QMG 2-Sepharose 

15 Gereinigter monoklonaler AntikCrper OMG-2 wird mit Hilfe von 
BrCN-aktivierter Sepbarose 4B nacb der Vorscbrift des Her- 
stellers (Pharmacia) an den TrSger Sepbarose 4B gekuppelt. 
Hierbei werden 16 mg des monoklonalen AntikCrpers pro Gramm 
aktivierte Sepbarose 4B eingesetzt. Fiir die bescbriebene 

20 Trennung wird eine Af f initStssSule von 8 ml Volumen ver- 
wendet • 

Das nacb Bei spiel 11a erbaltene Konzentrat der CPG-SSule 
wird mit 4 ml/Minute liber die Aff initStssSule gepumpt und 
die SSule anscblieBend mit 0,025 M Tris/HCl + 0,1 M NaCl pH 
25 7,5 solange gewascben, bis das Eluat proteinfrei war 

(OD 2QO nm des Eluates identiscb mit der des Wascbpuf f ers) . 
Das gebundene Interferon wird sodann mit 2 ml/Minute mit 
Hilfe von 0, 1 M ZitronensSure in 25% Xtbylenglykol eluiert 
und der Proteinpeak (OD opn nm) gesammelt. 
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c) Ionenaustausch-Chromatographie an dem Trager MONO-S 

Eingesetzt wird eine 1 ml-SSule (HR 5/5) des TrSgermaterials 
MONO-S (beide Pharmacia), die an eine FPLC-Apparatur 
(Pharmacia) angeschlossen war. Die IonenaustauschersSule 
5 wird mit 0,1 M K-Phosphat pH 6,0 in 25% Propylenglykol Squi- 
libriert und das nach Beispiel lib erhaltene Eluat der Affi- 
nitStssSule mit 0,5 ml/Minuten durchgepumpt . Das adsorbierte 
Interferon wird sodann mit Hilfe eines NaCl Gradient en elu- 
iert (Puffer B: 0,1 M K-Phosphat + 1 M NaCl pH 6,0 in 
10 25% Propylenglykol). Die Fraktionen (je 1 ml) werden auf 
Interferon-AktivitSt getestet. Der erste Peak (OD 280 nm) 
bei 46% Puffer B enthSlt das Inter feron-omega (siehe Fig. 8) 

d) Reverse-Phase-HPLC 



Als stationSre Phase dient eine Bakerbond WP-RP 18 SSule, 
15 4 x 250 mm, mit einem Partikeldurchmesser von 5 }im und einem 
Porendurchmesser von 300 8. 

Als mobile Phase dient ein Gradient von Acetonitril in 0,1 
in 0,1% Trif luoressigsa'ure : 

Puffer A: 0,1% Trif luoressigsa'ure in Wasser, 
20 Puffer B: 0,1% Trif luoressigsSure in Acetonitril, 
Gradient von 20-68% B in 28 Minuten, 
FlieBrate: 1 ml/Minute, 
Detection: OD 214 nm. 

Es werden 630 *ig_des gemSB Beispiel 11c erhaltenen Proteins 
25 (IFN-Pool nach MONO-S) aufgetragen. Das Eluat wird im Be- 
reich von 48-65% B getestet. Das Interf eron-omegal .eluiert 
bei einer Retent ionszeit von 24,5 Minuten und 63% Puffer-B 
(siehe Fig. 9). Die Ausbeute betrSgt 5 bis 10 jig, die spezi- 
fische AktivitSt >10 8 Einheiten/mg Protein. 
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e) Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz 

Der gemSB Beispiel lid erhaltene IFN-omegal-Peak (RP-KPLC) 
wird in einer Speed vac-Zentr if uge getrocknet und in einem 
Sequencer des Typs 470 A (Applied Biosystems) analysiert. 

5 Folgende Aminosauresequenz wird erhaltens 

Xxx-AspHLeu-Pro-Gln-Asn-Xxx-Gly-Leu-I-eu-Ser- 
15 10 

Diese Sequenz bestlitigt die aus der cDNA abgeleitete Reihen- 
folge der Aminosauren (Cystein an der l.Stelle ist ohne Re- 
12 duktion und Alkylierung des Proteins nicht nachweisbar und 
Histidin an der 7. Position konnte nicht eindeutig nachge- 
wiesen werden) • 



15 



tJbersicht ttber die Reinigung von IFN-omegal : 
1. Extraktion und CPG Chromatographic 



Vol. 
(ml) 



IFN X * 
(Einh. ) 



Protein 
(mg) 



xx ) 



Einh. 
/mg 



Ausb< 
(%) 



Rohextrakt 7700 
Pool nach CPG 425 
nach Dialyse 410 



190x10 
53x10* 
45x10* 



19.100 
4.600 
1.650 



9.950 
11.500 
27.300 



100 
28 
24 



20 2. Af f initStschromatographie an OMG 2-Sepharose 



Vol* 
(ml) 



IFN x) 
(Einh.) 



Protein 



(mg) 



xx ) 



Einh 
/mg 



Ausb. 
(%) 



aufgetragen 350 
nicht adsorbiert 440 



40,6x10' 
4, 5x10* 



1.520 



26.700 100 
11 



25 Eluat IFN-omega 7 25, 6xl0 6 2, 84 9, 0xl0 6 63 
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3. Ionenaustausch Chromatographic an M0NO-S 



Vol, 
(ml) 



IFN X * 
(Einh.) 



aufgetragen 7 
5 I FN omega-Pool 2 



7,14x10' 
3,04x10* 



Protein xx ^ 
(mg) 

2,84 
0,72 



Einh, 
/mg 

2,5x10* 
4, 2x10* 



Ausb 
(%) 

100 
43 



x * Die Bestimmung des Inter f erongehaltes erfolgt durch die 
Messung der antiviralen AktivitSt ( CPE-Redukt ions-Test ) mit 
Hilfe von A 549-Zellen und Encephalo-myocarditis-Virus 
(EMC-Virus). Standards rIFN-a2( Arg) . Es handelt sich hierbei 
10 um den Mittelwert dreier unabhSngiger Tests. 

xx > Die Proteinbestimmung erfolgt mit Hilfe des Bio-Rad 
Protein Assays. Der Standard ist Serumalbumin. 



- 48 - 
Patentanspruche 



0236920 



1. Hybridinterferone, bestebena aus einem Teil eines a-In- 
t erf erons und einem Teil eines omega-Interf erons, deren 
N-terminale Met- oder N-Formyl-Met-Derivate und, falls die 
Peptidsequenz des Hybridinterf erons eine Glykosylierungs- 
stelle entbSlt, deren N-glykosylierte Derivate. 

2. BglH-Hybridinterferone gemSB Ansprucb 1 mit der 

R x - Gin He Pbe - R 2 

CAG ATC TTC (I) 
BglH 



\q in der 

Bglll die gemeinsame BglH-Restriktionsstelle der al-, 
a 2— und omega— Interferone, 

R, die Peptidsequenz eines al- oder a2-Interf erons, vor- 
zugsweise die des IFN-a2(Arg), die durcb die DHA-Sequenz 

15 dieser Interferone vor der Bglll-Scbnittstelle kodiert wird, 
und R die Peptidsequenz eines omega-Interf erons, vorzugs- 
weise 2 die des omegal(Glu)- oder omegal(Gly) -Interferons, die 
durcb die DNA-Sequenz dieses Interferons nacb der Bglll- 
Scbnittstelle kodiert wird, oder 

20 R die Peptidsequenz eines omega-Interf erons, vorzugsweise 
die des omegal(Glu)- oder omegal(Gly) -Interferons, die durcb 
die DNA-Sequenz dieses Interferons vor der Bglll-Scbnitt- 
stelle kodiert wird, und R 2 die Peptidsequenz eines ol- 
oder a2-Interferons. vorzugsweise die des IFN-a2(Arg), die 

25 durcb die DNA-Sequenz dieser Interferone nacb der BglH- 
Scbnittstelle kodiert wird, bedeuten, deren N-terminale 
Met- Oder N-Formyl-Met -Derivate und, falls die Peptidsequenz 
des Hybridinterferons eine Glykosylierungsstelle enthalt, 
deren N-glykosylierte Derivate. 
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3. Arzneimittel, enthaltend ein Hybridinterf eron gemafi den 
Ansprlichen 1 Oder 2. 

4. Verwendung eines Hybridinterf erons gemafi den Ansprilchen 1 
Oder 2 

a) zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
viralen Erkrankungen oder 

b) zur Immunisierung von Versuchstieren und zur Herstellung 
von monoklonalen Antikorpern gegen ein Hybridinterf eron gemSfi 
Anspruch 1 oder 2, gegen a- und omega-Inter f eron. 

5. Rekombinantes DNA-Molekul, enthaltend eine kodierende Se- 
quenz fur die neuen Hybridinterf erone gemafi den Ansprtfchen 1 

oder 2. 

6. Vehikel kodierend fur ein Hybridinterf eron gemafi den An- 
sprUchen 1 oder 2 r dadurch gekennzeichnet , dafi dieses ein 
rekombinantes DNA-Molekul gemafi Anspruch 5 enthSlt, wobei 
vorzugsweise dieses zusatzlich die fur die Expression er- 
forderlichen Replikon- und Kontrollsequenzen und gegebenen- 
falls einen par-Lokus enthalt. 

7. Expressionsplasmid gemafi Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die fur die Expression erf order lichen Repli- 
kon- und Kontrollsequenzen aus dem Plasmid pER103 staramen 
und die Forme 1 

5 * AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
3 f GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 

U- Promotor — 



GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCT 
CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTCGA 

Promotor/Operator— ^mRNA-Start RBS %k — Link- 
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TAAAGATGTGT 

AT TTCT ACACACT AG 

— er— ^ — Gen > 

aufweisen, oder eine die Trp-Promotor-Aktivitat erhaltende 
5 Modif ikation. 

8. Express ionsplasmide gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB im Plasmid parpATER3 3 gemSB Ansprucli 25 das groBe 
Bgl 1 1 / SpliI —Fragment mit dem kleinem Bglll/Sphl-Fragment des 
Plasmids pRHW13 Oder pRHW14 gemaB Ansprucli 10, wobei pRHW13 
10 fur IFN-omegal(Glu) und pRHW14 fur IFN-omegal(Gly) codiert, 
ligiert ist und durch die Restriktionskarte gemSB Fig. 4 am 
Beispiel des Plasmids pRH72, in welchem UjI, die fUr IFN-ome- 
gal(Gly) codierende DNA-Sequenz darstellt, cliarakterisiert 
ist. 

15 9. Expressionsplasmid pRH78r gemaB Ansprucli 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in das mit Bglll-linearisierte Plasmid 
pRH77 gemaB Ansprucli 27 das 263 bp lange Sphl-Bg Ill-Fragment 
des Plasmids parpATER3 3 eingesetzt ist, und durch die Re- 
striktionskarte gemSB Fig. 5 cliarakterisiert ist. 

20 10. Express ionsplasmide fur omegal-Interf eron, dadurcli ge- 
kennzeichnet, daB in dem Plasmid parpATER33 das Hindlll- 
BamHI-Fragment durch das Hi ndlll-BamHI -Fragment des Plasmids 
pRHWll, welches fur IFN-omegal(Glu) codiert, oder pRHW12, 
welches fUr IFN-omegal(Gly ) codiert, ersetzt ist, und durch 

25 die Restriktionskarte gemSB Fig. 2 am Beispiel des Plasmids 
pRHW14 charakterisiert ist. 

11. Transformierter Wirtsorganismus wie ein Prokaryot oder 
ein Eukaryot, vorzugsweise jedoch E.coli HB101, der die gene- 
tische Information gemSB Anspruch 5 enthSlt, wobei vorzugs- 
30 weise die genetische Information in einem Vehikel, das die 

fur die Replikation erf orderlichen Replikon- und Kontrollse- 
quenzen enthalt, enthalten ist. 
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12. Bakterieller Wirt gemafi Anspruch 11, vorzugsweise E.coli 
HB101, transf ormiert mit einem Expressionsplasmid gemafi 
Anspruch 6, 7, 8, 9, 10, 25 oder 27* 

13. Verfahren zur Herstellung der DNA-Sequenzen gemafi An- 

5 spruch 5/ dadurch gekennzeichnet, dafi man diese durch Aufar- 

beiten eines Wirtsorganismus gemSB Anspruch 11 oder 12 erh£lt. 

14. Verfahren zur Herstellung der Expressionsplasmide gemafi 
Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi das grofie Fragment, 
das man durch Verdauen des Plasmids parpATER33 gemafi Anspruch 

10 25 mit Bglll und SphI erhalt, mit dem kleinen Fragment, das 

man durch Verdauen eines Plasmids gem&B Anspruch 10 mit Bglll 
und Spl erhSlt, ligiert, und anschlieflend zur Replikation 
E.coli HB101 mit dem so erhaltenen Plasmid transf ormiert wird. 

15. Verfahren zur Herstellung des Expressionsplasmids pRH78 
15 gemSfi Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi das Plasmid 

pRH77 gemafi Anspruch 27 mit Bglll ^eschnitten und anschliefiend 
mit dem 263 bp langen Fragment, welches man durch Verdauen 
des Plasmids parpATER33 gemafi Anspruch 25 mit Bglll und SphI 
erhSlt, ligiert und anschliefiend zur Replikation E.coli HB101 
20 mit dem so erhaltenen Plasmid transformiert wird. 

16. Verfahren zur Herstellung eines transformierten Wirtsor- 
ganismus gemafi Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, 
dafi ein Wirt, vorzugsweise ein bakterieller Wirt, mit einem 
Plasmid gemafi den Anspruchen 6 bis 10, 25 oder 27 transf or- 

25 miert wird. 

17. Verfahren zur Herstellung der Hybridinterferone gemSfi den 
Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi ein geeig- 
neter bakterieller Wirtsorganismus mit genetischen Informa- 
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tionen. kodierend fur diese Hybridinterf erone transfooiert 
w ird, diese Inforuationen «pri-i« t werden und das so ernal- 
tene Hybridinterf eron aus diesem wirtsorganismus xsoliert 

wird. 

5 18. Verfahren zur Herstellung von reinen omegal-Interferonen 

* 

der Fonnel 



10 15 



Cys Asp Leu Pro Gin Asn His Oly Leu Leu Ser Arg Asn Thr Leu 



10 Val Leu Leu His gS Met Arg Arg He Ser Pro Phe Leu Cys Leu 

Lys Asp Arg Arg Phe Arg Phe Pro Gin Glu Met Val Lys Gly 

55 60 
Gin Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met 



25 



30 



Ser Gin Leu 



15 



Leu Gin Gin He Pne Ser Leu Pne His Thr Glu Arg Ser Ser Ala 

'85 90 
Ala Trp Asn Met Thr" Leu Leu Asp Gin Leu His Thr Gly Leu His 



70 



75 



20 Gin Gin Leu Gin Bit Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gin Val Val Gly 



100 



105 



Glu Gly Glu Ser S2 -XAla He Ser Se^Pro Ala Leu Thr Leu 



115 



120 



125 



130 



135 



Arg Arg Tyr Phe Gin Gly He Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys 



25 



140 



145 



150 



Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Met Glu He Met Lys 



Ser Leu Phe Leu III Thr Asn Met Gin Glu Arg Leu Arg Ser Lys 



160 



165 



170 

30 ASP Ar 9 Leu G1 y Ser Ser 
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in der 

X in Position 111 fUr Glu oder Gly steht, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl rekombinant hergestelltes omega-Inter feron, 
vorzugsweise mittels eines bakteriellen Wirts, der mit einem 
5 Plasmid gemafl Anspruch 10 transf ormiert ist, mittels einer 
Antikorper-Aff initatssaule, enthaltend monoklonale Antikor- 
per gegen ein Hybridinterf eron gemafl den Anspruchen 1 Oder • 
2, bestehend aus einem Teil von einem a- Interferon und aus 
einem Teil von einem omega-Interf eron, gereinigt wird. 

-JO 1 9 » Verfaliren zur Herstellung der Expressionsplasmide gemafl 
Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , daB dieses durch Li- 
gieren des ca. 3750 bp langen Hindlll-BamHI-Fragmentes aus 

parpATER33, 

mit dem ca. 800 bp langen Fragment, das durch Verdauen eines 
15 fOr omegal-Interf eron kodierenden Plasmids, vorzugsweise des 
Plasmids pRHWll oder pRHW12, mit Hindlll und BamHI erhalten 
wird, hergestellt wird. » 

20. In vitro und in vivo zu kultivierende Hybr idzellinien, 
dadurch gekennzeichnet, dafl diese durch Zellfusion von Milz- 

20 zellen einer mit einem Hybridinterf eron gemafl den Anspruchen 
1 oder 2 immunisierten Maus, vorzugsweise einer BALB/c-Maus, 
mit Myelomzellen, vorzugsweise von Zellen der Linie 
P3-X-63Ag8-653, erhalten werden und AntikSrper gegen diese 
Hybridinterferone, gegen a- und omegal-Interf eron produzie- 

25 ren. 

21. Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, dafl er 
die Aktivitat von Humaninterf eron des Typs a2, omegal und 
des Hybridinterferons gemafl Anspruch 2 ganz oder teilweise 
neutral isiert . 
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22. Verwendung der monoklonalren Antikorper gemaB Anspruch 21 
zur Reinigung von einem Hybridinterf eron gemHB Anspruch 1 
Oder 2, einem I FN— a 2 Oder einem IFN-omegal. 

23. Verfaliren zur Herstellung von neuen IgG-Antikorpern der 
5 Maus mit Anti-Humaninterf eron-a2- # -omegal- und Antihybrid- 

interferonspezifitat gemSB Ansprucli 21, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine die IgG-Antik6rper produzierende Hybridzelli- 
nie durch Zellfusion hergestellt und subkloniert wird, wobei 
zur Zellfusion Myelomzellen und Milzzellen von gegen Hybrid- 
10 inter feronen gemaB Anspruch 2 immunisierten Mausen verwendet 
werden, und nach Wachstum der Zellen die IgG-AntikSrper mit 
Anti-InterferonspezifitSt isoliert werden. 

24. Verfahren zur Herstellung eines Antik5rper-Af f initSts- 
tragers, dadurcb gekennzeichnet, daB ein monoklonaler Anti- 

15 kSrper gemSB Anspruch 21 kovalent an einen aktivierten TrS- 
ger gebunden ist. 

■ 

25. Plasmid parpATER3 3 , dadurch gekennzeichnet, daB im Plas- 
mid pAT153 das BamHI-Pst I -Fragment durch das BamHI-Pstl-Frag- 
ment des Plasmids parpER33 ersetzt ist, und durch die Re- 

20 striktionskarte gemSB Fig. 1 charakterisiert ist. 

26. Verfahren zur Herstellung des Plasmids parpATER33 gemaB 
Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet r daB dieses durch Ligie- 
ren des kleineren Fragmentes, welches durch Verdauen des 
Plasmids parpER33 mit BamHI und PstI erhalten wird, mit dem 

25 groBeren Fragment , welches durch Verdauen des Plasmids 

pAT153 mit BamHI und PstI erhalten wird, hergestellt wird. 

27. Expressionsplasmid pRH77, dadurch gekennzeichnet, daB im 
Plasmid pRHW13 oder pRHW14 das groBe Sphl-Bglll-Fragment mit 
dem kleinen Sphl-Bg III -Fragment des Plasmids parpATER33 

30 ligiert ist, und durch die Restrikt ionskarte geraSB Fig. 5 
charakterisiert ist. 
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28. Verfahren zur Herstellung des Expressionsplasmids pRH77 
gemaB Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet , daB das groBe 
Fragment, das man durch Verdauen eines Plasmids gemaB An- 
spruch 10 mit Bglll und SphI erhalt, mit dem kleinen Frag- 
5 ment, das man durch Verdauen des Plasmids parpATER33 gemSB 
Anspruch 25 mit BglII(2) und SphI erhalt und welches fUr den 
C-Terminus des IFN-ct2(Arg) kodiert # ligiert und ein bak- 
terieller Wirt mit dem so erhaltenen Plasmid anschlieBend 
transformiert wird. 
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Fig. 4 
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Fig. 6 




(FN* POOL 
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Fig.B 



Fr. - Nr. 



7.B 
100 




